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Polypeptides implioues dans la biosynthese pes ctreptqgramines. sequences 

NUCLEOTTDIQUES CQDANT POUR CES POLYPEPTIDES ET LEUR UTILISATION 

La presente invention concerne de nouveaux polypeptides impliques dans la 
biosynthese des Streptogramines et comprend egalement 1'isolement et 1'identifi- 
5 cation de genes de biosynthese des composants A et B des Streptogramines, 
{'expression de ces genes dans le but d'augmenter les taux de production et leur 
utilisation pour la construction de mutants bloques pouvant conduire a la synthese de 
nouveaux antibiotiques ou a des formes derivees de Streptogramines. 

Les Streptogramines forment un groupe homogene d'antibiotiques constitues 
10 d'une association de deux types de molecules chimiquement differentes; d'une part 
des macrolactones polyinsaturees (composants du groupe A, dont deux exemples de 
structures sont presentees figure 1) et d'autre part, des depsipeptides (composants du 
groupe B, dont trois exemples de structure sont presentes sur la figure 2). Ce groupe 
comprend de nombreux antibiotiques (cf. tableau 1 et figure 3) connus sous 
15 differents noms en fonction de leur origine dont les Pristinamycines, les 
Mikamycines, les Virginiamycines (pour une revue, voir Cocito 1979, 1983)* 

Les composants A et B ont une activite antibacterienne synergique qui peut 
atteindre 100 fois celle des composants separes et qui, contrairement & celle de 
chaque composant, est bactericide (Cocito 1979). Cette activite est plus 
20 particulierement efficace contre les bacteries Gram-positives, comme les 
Staphylocoques et Streptoooques (Cocito 1979, Videau 1982). Les composants A et 
B inhibent la synthese proteique en se fixant a la sous-unite 50S du ribosome (Cocito 
1979 ; pour une revue, voir Di Giambattista sL Hi- 1989). 

Les Streptogramines sont essentiellement produites par des Actinomycetes 
25 dont de nombreux Streptomycdtes, presentes dans le tableau 1. En outre, les 
Streptogramines sont aussi synth&tisees par des eucaryotes tel que Micromonospora 
qui synthetise les Vernamycines. Les Actinomycetes constituent un groupe de 
microorganismes tres interessant du fait de la quantite importante de metabolites 
secondares qu'ils produisent, parmis lesquels de nombreux antibiotiques (Beta- 
30 lactames, Tetracyclines, Macrolides, Aminoglycosides, Polyacetates, etc), des 
h^bicides, des anti-cancereux, des antifongiques, des immunomodulateurs, des 
inhibiteurs d'enzymes. De nombreuses voies de biosynthese, concernant des 
antibiotiques appartenant a des classes variees ainsi que d'autres metabolites 
secondaires tels que des pigments (pour une revue, Chater 1990), ont a ce jour deja 
35 ete etudiees chez les Actinomycetes. Un aspect important de ce groupe de bacteries, 
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est que les genes impliques dans une meme voie de biosynthese, genes de structure, 
mais egalement, gene(s) de resistance et gene(s) de regulation, sont groupes 
physiquement sur le chromosome, constituant des clusters, pouvant atteindre plus de 
100 kb (Hopwood fit aU986a, Hopwood fit al 1986b, Hallani fit aL 1988, Anzai fit 
5 al 1987, Ohnuki fit aL 1985). A ce jour aucun exemple n'est venu contredire cette 
constatation. Une telle organisation structurale presente un intact important dans le 
developpement des strategies de clonage des genes de biosynthese. En effet, il est 
possible, a partir d'un seul gene prealablement clone par des techniques diverses, 
gene de biosynthese, de resistance ou de regulation, de marcher le long du 

10 chromosome et d'isoler ainsi 1'ensemble des genes du cluster de biosynthese. 

La connaissance des voies de biosynthese de chacun des composants des 
Streptogramines n'est que tres partielle a ce jour, mais l'origine des differentes parties 
de chaque molecule a ete identifiee par marquage radioactif (Kingston fit al. 1983). 
Ainsi, les composants de type A sont formes de deux regions provenant de la 

15 condensation d'acetates et de plusieurs acides amines tels que la serine, la glycine, 
par exemple. En ce qui concerne les composants de type B, des etudes ont montre 
que tous les acides amines presents dans la chaine peptidique derivent des acides 
amines naturels (Hook et Vining 1973). Toutefois, aucun polypeptide implique dans 
ces voies n'a ete purifie en quantite suffisante a ce jour pour permettre sa 

20 caracterisation moleculaire, et aucun gene de biosynthese n'a et£ decrit Dans le 
processus de biosynthese des composants de type B deux parties peuvent etre 
distinguees: 

1) Synthese des precurseurs, ou de leurs analogues, du macrocycle: acide 
3-hydroxypicolinique, acide L-2-aminobutyrique, p-dimethylamino-L-phenyl- 

25 alanine, acide 4-oxo-L-pipecolique, L-phenylglycine. 

2) Formation du macrocycle a partir des precurseurs cites ci-dessus, de la 
L-threonine et de la L-proline, ou de leurs analogues, avec eventuellement 
modification de ces precurseurs ou N-methylation peptidique. 

A ce jour seule 1'origine metabolique probable des precurseurs du macrocycle 
30 des composants de type B a ete determinee par des etudes utilisant des isotopes 
marques (Reed fit al., 1986, Molinero fit al, 1989, Reed fit al-, 1989); 

La presente invention resulte de la purification de polypeptides intervenant 
dans la biosynthese des Streptogramines ainsi que du clonage de genes dont le 
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produit intervient dans la biosynthese des Streptogramines. II est entendu que le 
tome biosynthese des Streptogramines comprend les genes regulateurs et les genes 
conferant la resistance aux micxoorganismes producteurs. La presente invention 
permet ainsi d'augmenter les taux de production de ces metabolites -grace aux 
5 techniques d*ADN recombinant Un autre int£ret de la presente invention reside dans 
la possibility, par construction de mutants bloques dans les differentes etapes de cette 
biosynthese, de produire des interm6diaires de synthese de chacun des deux 
composants. Ces intermediaires peuvent servir de substrats a de nouvelles 
modifications, par voie chimique, biochimique, enzymatique ou microbiologique. De 

10 meme 1'isolement des genes de biosynthese permet, par transfert des genes entre 
souches productrices, de fabriquer des antibiotiques hybrides ayant des proprietes 
pharmacologiquement interessantes (Hopwood £t 2L 1985a, Hopwood SL 3L 1985b, 
Hutchinson £l al. 1989). Un autre interet de la presente invention reside dans le fait 
qu'elle apporte une meilleure connaissance des voies de biosynthese des metabolites 

15 classes comme des Streptogramines. En effet, 1'invention permet de construire des 
souches bacteriennes ou fongiques dans lesquelles on exprime, sous le controle de 
signaux d'expression appropri6s, une ou plusieurs prolines intervenant dans la 
biosynthese des Streptogramines. De telles souches peuvent alors etre utilisees pour 
realiser des bioconversions. Ces bioconversions peuvent se faire soit & l'aide de 

20 cellules entieres, soit & l'aide d'extraits acellulaires des dites cellules. Ces 
bioconversions peuvent p er m et tre de transformer une Streptogramine en une forme 
derivee, avec une enzyme d'une voie de biosynthese. Par exemple, la Pristinamycine 
IIB peut etre, de cette maniere, transformee en Pristinamycine IIA. Le meme 
raisonnement peut etre applique a tout intetnediaire de biosynthese. 



25 Un premier objet de Finvention concerne done une sequence nucleotidique 

codant pour un polypeptide implique dans la biosynthese des Streptogramines. 

Plus particulierernent, plusieurs genes dont le produit intervient dans la 
biosynthese des Streptogramines ont ete isoles a partir de Streptomyces 
pristinaespiralis . Les Streptogramines produites par cette souche 6tant plus 

30 communement designees par le terme Pristinamycines (Cf tableau 1), dans ce qui 
suit, reference sera faite dans certains cas aux genes de biosynthese des 
Pristinamycines. Mais il est clair que les resultats obtenus s'appliquent & l'ensemble 
des Streptogramines. Les Pristinamycines I et II correspondent respectivement aux 
composants B et A des Streptogramines. Les molecules de la famille des 
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Pristinamycines II et de la famille des Pristinamycines I, designent done dans ce qui 

m 

suit les oomposants A et B des Streptogramines respectivement 

La presente invention deait en particulier l'isolement et la caracterisation des 
genes snaA, snaB, snaC. snaP, papA. papM. samS. snbA. snbC. snbD. snbE et snbR. 
5 Ces genes ont ete isoles a partir d'une banque d'ADN genomique de S- 
pristinaespiralis . Cette banque a ete obtenue par digestion partielle de 1'ADN 
genomique de & pristinaespiralis. par l'enzyme de restriction Satt3A- De larges 
fragments d'ADN, de 40 a 50 kb en moyenne, ont ete clones dans le cosmide pHC79 
(Hohn, B., and Collins, J. R, 1980). Apres encapsidation in vitro. les souches 

10 dE-fidi HB101 (Boyer et Roulland-Dussoix, 1969) et DH1 (Low, 1968) ont ete 
transfectees. La banque d'ADN de S. pristinaespiralis se trouve ainsi dans deux 
souches diff erentes d'R coli . 

Les genes snaA. snaB et samS (initialement designe snaC) sont presents sur le 
cosmide pIBVl (figure 4). Le produit des genes snaA et snaB. corxespondant aux 

15 polypeptides SnaA et SnaB, intervient dans la derniere etape de biosynthese du 
composant II des Pristinamycines (conversion de la Pristinamycine IIB en 
Pristinamycine HA) correspondant k Foxydation de la liaison 2,3 de la D-proline. 
Ces deux polypeptides constituent les deux sous-unites de la Pristinamycine HA 
synthase dont la purification est decrite dans la presente invention. Le produit du 

20 gene samS interviendrait dans la synthese de la SAM (donneur de groupements 
mSthyles) a partir &ATP et de methionine. Le composant A de la plupart des 
Streptogramines est en effet methyle en C-4 (figure 1), et il a 6te decrit (Kingston SL 
Al., 1983) que ce methyle derive du methyle de la methionine, tres probablement via 
une reaction de methylation avec la SAM. Le gene samS coderait done pour une 

25 SAM synthase (SamS ; EC. 2.5.1.6) specifique de la voie de biosynthese des 
Pristinamycines. 

Les genes snbA. snbR. papA et papM sont presents sur le cosmide pIBV2 
(figure 5). Le gene snbA correspond, d'apres les etudes biochimiques presentees dans 
Texemple 5, a la premiere etape de la synthese des Pristinamycines I. II s'agit de 

30 1'activation du premier acide de la chaine, l'acide 3-hydroxypicolinique, par 
adenylation. Le gene snbR pourrait intervenir dans le transport des molecules de la 
famille des Pristinamycines I (voire des Pristinamycines n) hors de la cellule apres 
synthese, conf erant ainsi & la souche productrice une resistance a ce composant Le 
gene papA correspond, d'apres les analyses de sequence (exemple 8.8) et l'etude d*un 

35 mutant disrupte dans ce gene (exemple 9.3.), a un gene de biosynthese de la 
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paraamino^henylalanine a partir du chorismate. La paraaminophenylalanine est 
ensuite dimethylee par le produit du gene papM. une N-methyltransf erase decrite 
dans la presente invention, pour former la paradimethylaminophenylalanine, qui est 
ensuite incorporee dans la Pristinamycine IA. Les genes papA et papM interviennent 
5 done dans la synthese d'un des precurseurs de la Pristinamycine IA. 

Les genes snaA. snaD. snbC. sDhD. etsofcE sont presents sur le cosmide pIBV3 
(figure 6) qui jouxte done le cosmide pIBVl sur lequel le gene snaA est deji present 
Le gene snaD code, d'aprSs 1'analyse de sa sequence (exemple 8.9.) et l'etude dHin 
mutant disrupte dans ce gene (exemple 9.5.), pour une peptide synthase impliquSe 
10 dans la biosynthese de la Pristinamycine II. Le gene snbC. dont le produit est decrit 
dans la presente invention, intervient dans rincorporation des residus threonine et 
acide aminobutyrique dans la chaine peptidique de la Pristinamycine IA. Le g&ie 
snbD. dont le produit est aussi decrit dans la presente invention, est implique dans 
rincorporation des residus proline et paradimethylaminophenylalanine dans la chaine 
15 peptidique de la Pristinamycine IA. n gouvetne aussi la N-methylation de la liaison 
peptidique entre ces 2 residus. Enfin, le gdne snbE. dont le produit est aussi decrit 
dans la presente invention, intervient dans rincorporation des deux deniiers residus 
de la Pristinamycine IA, a savoir la phgnylglycine et I'acide 4-oxopip6colique. 

Le gene snaC est present sur le cosmide pIBV4 (figure 7). II code pour une 
20 FMN:NADH oxydoreductase, designee egalement FMN reductase, decrite dans la 
presente invention, et qui fournit a la Pristinamycine HA synthase le FMNH2 a partir 
du FMN et du NADH. Le g&ie snaC intervient done dans 1'etape finale de la 
biosynthese de la Pristinamycine HA. 

Ces differents genes ont ete sous-don£s & partir de leur cosmide d'origine et 
25 leurs sequences nucleiques ont ete determinSes. Les genes snaA. snaB et samS. ont 
ete sous-clones sur un fragment BamH I -BamH I de 6 kb, dont une partie a et6 
s6quenc6e (SEQ ID n° 1). Le gene snbA a ete sous clone dans un fragment EcoRI- 
EglH de 5.5 kb, dont une partie a 6te sequencee (SEQ ID n° 5). Le gene snbR a 6t6 
sous clone dans un fragment BgU I -Bgll l de 4.6 kb, dont une partie a ete sequencee 
3D (SEQ ID n° 6). Une partie du g&ie papA a ete sous clonee dans un fragment Xhol- 
Xho l de 3,4 kb dont une partie a ete sequencee (SEQ ID n° 9). Le gene papM a et6 
sous clone dans un fragment Fstl-PstI de 4,1 kb dont une partie a ete sequencee 
(SEQ ID n° 10). Une partie du gene snaD a ete sous clonee dans un fragment 
Bam HI-SstI de 1,5 kb dont une partie a &e sequencee (SEQ ID n° 8). Une partie du 
35 gene snbC a ete sous clonee sur un fragment Sphl-SphI de 6,2 kb dont 2 regions ont 
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6t6 sequencees (SEQ ID n° 11 et 12). line partie du gene snbD a ete sous clonee sur 
un fragment Sphl-SphI de 8,4 kb dont 2 regions ont ete sequencees (SEQ ED n° 13 et 
14). Une partie du gene snbE a ete sous clonee sur un fragment gphl -Sphl de 6,6 kb 
dont 2 regions ont ete sequencees (SEQ ID n° 15 et 16). Le gene sna£-a §te sous 
5 clone dans un fragment BamH I-BamHI de 4 kb dont une partie a ete sequencee 
(SEQIDn 0 7). 

La proximity des genes snaA. snaB. snaD. samS. snbC. snbD et snbE d'une 
part; ainsi que des genes snbA. snbR. papA et papM confirme la localisation en 
clusters des genes de biosynthese des composants A et B des Streptogramines. De 

10 plus, les 4 cosmides decrits dans la presente invention sont regroupes dans une 
region du chromosome dWe taille estimee a 200 kb par electrophorese a champ 
pulse, soit 3% du genome total (7500 kb) de Streptomvces pristinaespiralis 
(exemple 13). II est done evident que les regions qui entourent les genes identifies 
dans la presente invention (snaA. snaB. snaD. samS. snbC. snbD et snbE: snbA. 

15 snbR. papA et papM: snaC) . contiennent les autres genes du cluster de biosynthese 
des Pristinamycines, et que ces genes peuvent etre utilises pour localiser les autres 
genes de biosynth&se des Streptogramines. 

Preferentiellement, Invention a pour objet une sequence nucleotidique 
choisie parmi : 

20 (a) tout ou partie des genes snaA (SEQ ID n° 2), snaB (SEQ ID n° 3), snaC 

(SEQ ID n° 7), snaB (SEQ ID n° 8), papA (SEQ ID n° 9), papM (SEQ ID n° 10), 
SamS (SEQ ID n° 4), snhA (SEQ. ID n° 5). snfcC (SEQ ID n° 11 et 12), snhD. (SEQ 
IDn 0 13 et 14), silfeE (SEQ ID n° 15 et 16) etsobR (SEQ ID n° 6), 

(b) les sequences adjacentes aux genes (a) constituant les clusters de 
25 biosynthese et codant pour les polypeptides impliques dans la biosynthese des 

Streptogramines, 

(c) les sequences hybridant avec tout ou partie des genes (a) ou (b) et codant 
pour un polypeptide implique dans la biosynthese des Streptogramines, et, 

(d) les sequences derivees des sequences (a), (b) et (c) en raison de la 
30 degenerescence du code genetique. 

« 

Encore plus preferentiellement, l'invention a pour objet les sequences 
nucleotidiques representees par les genes snaA (SEQ ID n° 2), snaB (SEQ ID n° 3), 
SnaC (SEQ ID n° 7), snaD (SEQ ID n° 8), papA (SEQ ID n° 9). papM (SEQ ID n° 
10), samS (SEQ ID n° 4), aM (SEQ ID n° 5), &&£ (SEQ ID n° 11 et 12). snbD 
35 (SEQ ID n° 13 et 14), snbE (SEQ ID n° 15 et 16) et snbR (SEQ ID n° 6). 



4 
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Un autre objet de I'invention concerne tout ADN recombinant comprenant 
un gene de biosynthese des Streptogramines. Plus preferentiellement, il s'agit d"un 
ADN recombinant comprenant tout ou partie des cosmides pIBVl, pIBV2, pDBV3 
ou pBBV4 tels que representes sur les figures 4 a 7 ou tout ou partie de- sequences 
5 hybridant avec les cosmides pIBVl a pD3V4 ou avec des fragments de ceux-ti. 

Dans un mode prefere de I'invention, les sequences nucleotidiques definies 
ci-dessus font partie d*un vecteur d'expression, qui peut etre a replication autonome 
ou int€gratif . 

Comme indique plus haut, bien que rinvention soit plus particulierement 

10 illustree avec les genes de biosynthdse de la Pristinamycine, il est clair que les 

resultats obtenus s'appliquent a l'ensemble des Streptogramines. 

Plus particulierement, les techniques developpees dans la presente invention 

pour purifier des proteines ou doner des genes de biosynthese des Streptogramines it 

partir de 3* pristinaespiralis peuvent etre appliquees aux autres microorganismes 

15 producteurs de Streptogramines (Cf tableau 1). 

Ainsi, la purification d'une activite enzymatique a partir de S. pristinaespiralis 

rend possible la purification de la meme activite a partir d'une autre souche 

productrice de Streptogramine. La presente invention peut done dtre appliquee au 

clonage de genes de biosynthese de Streptogramines • a partir de tout hucroorganisme 

20 producteur par purification d*une proteine intervenant dans la biosynthese puis, a 

l'aide de la sequence NH2-terminale de celle-ci, synthese d'une sonde oligonucleo- 

tidique qui permet de doner le gene correspondant Ensuite une marche sur le 

chromosome permet ^identifier le cluster de biosynthese en entier. 

De plus, & partir des genes identifies dans la presente demande, il est possible, 

25 par hybridation, de doner directement les genes de biosynthese des Streptogramines 

a partir de l'ADN d\m autre miooorganisme producteur. En effet, les genes de 

biosynthese des Pristinamycines hybrident fortement a ceux des autres 

Streptogramines. II est ainsi possible de doner par hybridation les genes de 

biosynthese des Streptogramines en utilisant cornme sonde les genes sna, snb ou pap, 

30 ou des fragments de ceux-ci, ou les fragments adjacents a ceux-ci contenant, comme 

il est montre dans la presente invention, d'autres genes SD& et sob. Ceci resulte du fait 

que: 1) les Streptogramines produites par les differents microorganismes ont des 

structures identiques ou similaires (voir figures 1-3), 2) les genes de biosynthese des 

* 

Streptogramines sont organises en clusters, et 3) les systemes enzymatiques 
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responsables de cette biosynthese n'ont pas tine specificite absolue pour leurs 
substrats. 

Par ailleurs, le clonage de genes impliques dans la biosynthese des 
Streptogramines peut aussi se faire en utilisant des oligonucleotides -degeneres, 
5 prepares a partir des sequences des genes SD& ou sob cites plus haut, ou des 
fragments de ces genes, ou des fragments contigus a ces genes. II est ainsi possible 
d f aller piocher les genes de biosynthese des composants A et B des differentes 
souches productrices de Streptogramines. Ces souches peuvent faire partie du genre 
Streptomvces. mais aussi d'autres genres (Cf tableau 1), En outre, si TADN 
10 genomique des souches de depart utilisees a une composition en G+C differente de 
celle observee chez les Streptomvces les sondes utilisees peuvent etre synthetisees 
avec un biais de codon specifique du genre ou de l'espece a partir duquel on veut 
isoler 1'ADN. 

Un autre objet de la presente invention concerne les polypeptides resultant de 

15 1'expression des sequences nucleotidiques definies ci-dessus. Plus particulierement, 
la presente invention concerne les polypeptides comprenant tout ou partie des 
polypeptides SnaA (SEQ ID n° 2), SnaB (SEQ ID n° 3), SnaC (SEQ ID n° 7), SnaD 
(SEQ ID n° 8), PapA (SEQ ID n° 9), PapM (SEQ ID n° 10). SamS (SEQ ID n° 4), 
SnbA (SEQ ID n° 5), SnbC (SEQ ID n° 11 et 12), SnbD (SEQ ID n° 13 et 14), SnbE 

20 (SEQ ID n° 15 et 16) et SnbR (SEQ ID n° 6) ou de derives de ceux-ci. Au sens de la 
presente invention, le tone derive designe toute molecule obtenue par modification 
de nature genetique et/ou chimique de la sequence peptidique. Par modification de 
nature g&ietique et/ou chimique, on peut entendre toute mutation, substitution, 
deletion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs residus. De tels drives 

25 peuvent etre generes dans des buts differents, tels que notamment celui d'augmente" 
Faffinite du peptide pour son(ses) substrat(s), celui d'ameliorer ses niveaux de 
production, celui d'augmenter sa resistance a des proteases, celui d'augmenter et/ou 
de modifier son activite, ou celui de lui conferer de nouvelles proprietes biologiques. 
Parmi les derives resultant d'une addition, on peut citer par exemple les polypeptides 

30 chimeres comportant une partie heterologue supplementaire liee a une extremite. Le 
terme derive comprend egalement les polypeptides homologues aux polypeptides 
decrits dans la presente invention, issus d'autres sources cellulaires et notamment de 
souches productrices de Streptogramines. 
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L'invention a egalement pour objet toute cellule recombinante contenant une 
sequence nucleotidique ou tin vecteur tel que defini ci-avant Les cellules 
recombinantes selon rinvention peuvent etre aussi bien des cellules eucaryotes que 
procaryotes. Parmi les cellules eucaryotes qui conviennent, on peut citer les cellules 
5 animates, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant de levures, on 
peut cite" les levures du genre Saccharomyces. Kluyveromyces. Pichia. 
Schwanniomyces. ou Hansenula , S'agissant de cellules animates, on peut citer les 
cellules COS, CHO, C127, les oeufs de Xenope, etc. Parmi les champignons, on peut 
citer plus particulierement Micromonospora. Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. 

10 Comme cellules procaryotes, on prefere utiliser les bacteries suivantes 
Actinomycetes. et notamment Streptotnyces. Rcoli (exemple 11), Bacflhis. . 
Preferentiellement, les cellules recombinantes de rinvention sont choisies parmi les 
cellules productrices de Streptogramines (Cf tableau 1). Les cellules recombinantes 
de l'invention peuvent etre obtenues par toute methode permettant d'introduire une 

15 sequence nucleotidique etrangere dans une cellule. II peut s 1 agir notamment de 
transformation, 61ectroporation, conjugaison, fusion de protoplastes, ou toute autre 
technique comme de Fhomme de Tart 

L'invention a encore pour objet un precede de production d'un polypeptide 
implique dans la biosynthese des Streptogramines selon lequel on cultive une cellule 

20 recombinante telle que definie ci-avant et on recup&e le polypeptide produit 

L'invention a egalement pour objet Utilisation d'une cellule recombinante telle 
que definie ci-avant exprimant un polypeptide au moins impliqu6 dans la biosynthdse 
des Streptogramines, dans une reaction de bioconversion. En particulier, ces cellules 
peuvent permettre de transformer une Streptogramine en une forme derivee. Par 

25 exemple, la Pristinamycine IDS peut etre, de cette maniere, transformee en 
Pristinamycine HA. Le meme raisonnement peut etre applique a tout intermediate 
de biosynthese. Ces cellules peuvent egalement permettre de fabriquer des 
antibiotiques hybrides ayant des proprietes pharmacologiquement interessantes 
(Hopwood fit al. 1985a, Hopwood fit aL 1985b, Hutchinson fit fll- 1989). Ces 

30 bioconversions peuvent se faire soit a l'aide de cellules entieres, soit a 1'aide d'extraits 
acellulaires desdites cellules. 

Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation d'une sequence 
nucleotidique telle que definie ci-avant pour amplifier la production de 
Streptogramine. L'invention concerne 6galement un precede de production de 

35 Streptogramines selon lequel on introduit et/ou on amplifie dans une cellule 
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productrice de Streptogramines ou potentiellement productrice de Streptogramines 
une ou plusieurs sequences nucleotidiques selon 1'invention, on cultive ladite cellule 
dans des conditions de production des Streptogramines, et on recupere les 
Streptogramines produites. 
5 La surexpression de certains genes impliques dans la biosynthese peut 

permettre 1'augmentation de la production des Streptogramines A et/ou B des 
souches productrices. Cette surproduction peut se faire dans plusieurs souches : soit 
des souches qui ne produisent que des molecules de la famille des Streptogramines 
A, soit des souches qui ne produisent que des molecules de la famille des 

10 Streptogramines B, soit des souches qui produisent les deux composants A et B. Ces 
subexpressions peuvent resulter de I'augmentation du taux de synthese, done de la 
productivity, des composants A et/ou B soit en erlenmeyer, soit en petits 
fermenteurs, soit en gros fermenteurs industriels. Par ailleurs, la surexpression 
specifique d'tui gene implique dans la biosynthese d'un composant A ou B perrnet 

15 egalement de faire varier le % de composants A et B produits par la souche, et ainsi 
d'obtenir une meilleure synergie entre ces molecules. En outre, les genes de 
biosynthese isoles a partir d'un microorganisme producteur de Streptogramines 
peuvent etre utilises pour amplifier la production dans un autre microorganisme 
producteur. 

20 Un autre objet de Finvention concerne un procede de preparation de cellules 

bloquees dans une etape de la voie de biosynthese des Streptogramines selon lequel 
on effectue, sur une cellule productrice de Streptogramines, une mutagenese au 
niveau d'un gene au moins de la voie de biosynthese. 

Prfeferentiellement, la mutag&iese est effectuee in vitro ou in situ, par 

25 suppression, substitution, deletion et/ou addition d'une ou plusieurs bases dans le 
gene considere, ou par disruption genique. 

Un autre aspect de la presente invention reside en eff et dans la construction de 
mutants bloques dans certaines etapes de biosynthese des Streptogramines. L'interet 
reside d'une part dans Petude de la fonctionnalite des proteines mutees et d'autre part 

30 dans la realisation de souches produisant des intermediaires de biosynthese. Ces 
intermediaires peuvent etre modifies, eventuellement apres separation, soit par ajout 
de composants particuliers dans les milieux de production, soit par introduction dans 
les souches ainsi mutees d'autres genes susceptibles de modifier rintermediaire en 
s'en servant de substrat Ces intermediaires peuvent ainsi etre modifies par voie 

35 chimique, biochimique, en2ymatique et/ou microbiologique. Dans ce cadre, le 
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mutant SP92::pVRC505 de la souche & pristinaespiralis SP92 a ete construit : £. 
pristinaespiralis SP92::pVRC505 a ete isolee par integration homologue dans le gene 
snaA d*un plasmide suicide pVRCSOS, construit a partir du vecteur pDH5 et d*un 
fragment interne au gene snaA . Les mutants suivants ont egalement ete construits : 
5 SP92 amS::QflmR: SP92::pVRC508; SP92::pVRC404 et SP92::pVRC1000 
(exemple 9). 

Uinvention conceme done egalement un procede de preparation d*un 
intermediate de biosynthese des Streptogramines selon lequel : 

- on prepare une cellule bloquee dans une etape de la voie de biosynthese 
10 des Streptogramines telle que decrite ci-avant, 

- on cultive ladite cellule, et 

- on recupere Fintermediaire accumule. 

L'invention conceme egalement un procede de preparation d'une molecule 
derivee des Streptogramines selon lequel : 
15 - on prepare une cellule bloquee dans une etape de la voie de biosynthese 

des Streptogramines telle que decrite ci-avant, 

- on cultive ladite cellule, et, 

- on modifie rintermediare accumule par cette cellule, eventuellement apres 
separation du milieu de culture. 

20 La prgsente invention est illustree k 1'aide des exemples qui suivent, qui 

doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatifs. 
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Colonne Bio-Sil SEC 125 et 250 (Bio-Rad) 

Colonne MonoQ HR 5/5, 10A0 et 16/10 (Pharmacia) 

Colonne PD-10 (Pharmacia) 

Colonne Superose 6 HR 10/30 (Pharmacia) 

Colonne Superdex 200 Hi-Load 16/60 et 75 HR 10/30 (Pharmacia) 

Colonne Superose 12 prep grade (Pharmacia) 

Colonne Vydac C4 et C18 (The Separations Group) 

Colonne Nucleosil 5-C18 (Macherey-Nagel) 

Colonne Phenyl Superose HR 10/10 (Pharmacia) 

Colonne TSK G2000 SW (Tosoh, Japon) 

Phenyl Sepharose (Pharmacia) 

FMN agarose (Sigma) 
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Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia) 
Sephadex G25 Fine (Pharmacia) 
Centricon 10 ou 30 (Amicon) 
Centriprep 10 ou 30 (Amicon) 
5 Centrilutor (Amicon) 

EXEMPLE 1 : Isolement de l'ADN total de la souche Streptomvces 
Dfistinaespiralk SP92. 

Cet exemple illustre comment l'ADN de 3* pristinaespiralis SP92 peut etre 
purifie. 

10 La souche JL pristinaespiralis SP92 derive de la souche & pristinaespiralis 

DS564? (ATCC25486). 

50,ml de milieu YEME (34 % de sucrose, 5 mM MgCl2, glycine 0.25 % (D. 
Hopwood £t 1985)) sont inocules avec 10 8 spores de S.pristinaespiralts SP92 et la 
culture est incubee 40 heures a 30°C, sous agitation de 280 tours/mn. 

15 Le mycelium est recolte et lave avec 15 ml de saccharose 10.3 %. Environ 1 g 

du culot de mycelium est repris par 5 ml de TE complement^ par 34 % de sucrose, 
auxquels sont ajoutSs, 1 ml de lysozyme a 50 mg/ml dans une solution de Tris-HCl 
10 mM, pH 8,0 et 1 ml d'EDTA 0.25 M pH 8,0. Apres incubation & 30°C pendant 
une duree de 30 a 60 min, le melange est eclairci par ajout de 0.8 ml de sarkosyl 

20 10 %. Puis sont ajoutes, 2 ml d'EDTA 0.25 M pH 8,0, 10 ml de TE, 18 g de CsCl et 
1.2 ml de BET a 10 mg/ml. La preparation est ultracentrifugee pendant une nuit & 
55 000 tours/min, a 20°C. 

L'ADN chromosomique present dans le gradient de CsCl sous forme d'une 
bande, est recup6r6 a i'aide d'une pipette Pasteur. Le BET est elimin6 par plusieurs 

25 lavages avec une solution d'isopropanol saturee par du tampon TE, 5 M NaCL 
L'ADN est precipit£ par ajout de 3 volumes de TE et 4 volumes d f isopropanol. Apr^s 
lavage a 1'ethanol 70 %, l'ADN est repris dans un volume approprie de TE. La 
quantite d'ADN total obtenu varie entre 250 et 500 fig par g de mycelium. 

EXEMPLE 2 : Isolement d'ADN plasmidique d'lLfiGli : 



30 Cet exemple illustre comment l'ADN plasmidique d'E,. coli est prepare a partir 

des souches d'IL £Qii recombinantes. 
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2.1. Preparation d'ADN plasmidique d'Rcoli en grosses quantites. 

Cet exemple illustre comment les maxipreparations d'ADN plasmidique sont 

r 

realisees chez £. coli . 

Cette preparation est effectuee a partir d'une culture de 500 ml en-milieu LB 
5 contenant 150 ng/ml d'ampicilline. Le protocole d'extraction est derive des m&thodes 
derates par Biniboim et Doly (1979) et Ish-Horowicz et Burke (1981) et est decrit 
dans Maniatis & & (1 989) . 

Apres cette extraction, l'ADN plasmidique est purifie par gradient de CsCl, 
comme deoit dans Maniatis sL aL (1989). L'ADN plasmidique est ensuite precipite 
10 par ajout de 3 volumes de TE et 4 volumes d'isopropanol. Apres centrifugation, le 
culot est repris dans 0.5 a 1 ml de TE. 

2& Preparation d'ADN plasmidique d'E. coli. en petites quantites. 
Cet exemple illustre comment les minipreparations d'ADN plasmidique sont 
realisees chez Rcoli . 

15 Cette preparation est realisee a partir de 1.5 ml de culture en milieu LB 

contenant 150 \xgftnl d'ampicilline. La procedure est celle decrite par Biniboim et 
Doly (1979). 

EXEMPLE 3 : Construction de la banque d'ADN genomique de & 
prisfinaespiralis SP92 chez £qU et preparation des membranes d'hybridation. 

20 Cet exemple illustre comment une banque d'ADN genomique de 

S.pristinaespiralis SP92 est realisee chez Rcoli . 

3.1. Preparation des fragments d'ADN genomique. 

Cet exemple illustre comment des fragments d'ADN genomique de haul poids 
moleculaire peuvent §tre prepares. 

25 L'ADN total de la souche SP92, prepare comme decrit dans l'exemple 1, e&t 

digere partiellement par Saii3A (New England Biolabs, Beverly, MA. 01915-5510 
USA) dans le tampon preconise par le fournisseur : 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl 
(pH7.5), 10 mM MgCl2, 100 |ig/ml BSA. La quantite d'enzyme utilisee pour obtenir 
des fragments d'ADN de haut poids moleculaire, a ete determinee empiriquement 

30 Environ 0.025 unites d'enzyme sont utilisees pour digerer 1 \ig d'ADN total pendant 
20 min a 37°C. La reaction est ensuite arretee par une incubation de 15 min a 65°C 
et 1'enzyme eliminee par l'addition d'un volume egal de phenol-chloroforme. Apres 
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centrifugation, le surnageant contenant 1'ADN total partiellement digere est precipite 
par ajout d'acetate de sodium 03 M final et 2.5 volumes d'ethanol. 

Environ 100 pg d'ADN total sont ainsi digues, puis les fragments d'ADN de 
taille comprise entre 30 et 50 kb sont isoles par gradient de sucrose 10-40 %. Leur 
5 taille est verifiee par electrophorese sur gel d'agarose a 0,4 %. 

3.2. Preparation du cosmide pHC79. 

Cet exemple illustre comment le cosmide pHC79 est prepare a partir d 'E. coli . 

Le cosmide pHC79 (Hohn, B. and Collins, 1980) comprend une partie de 
pBR322 (Bolivar, F. & 1977), la region cro-cll de X et la region contenant la 
10 sequence £QS de Charon 4 A (Blattner, F.R. £t aL . 1977) . 

L'extraction du cosmide a ete realisee comme decrit dans 1'exemple 2.1., a 
partir d'une souche d 'Rcoli TGI (K12, A(lac-pro) supE thi hsd PS F fisD36 
JBDQA+B+ laeW Lac Z AMIS, Gibson, 1984). 

500 ng de cosmide pHC79 ont ete digeres par BamHI (New England Biolahs, 
15 Beverly. MA. 01915-5510 USA) dans 20 fil de tampon 150 mM NaCl, 6 mM Tris- 
HQ pH 7,9, 6 mM MgCfe, 6 mM 2-mercaptoethanol, 100 jig/ml BSA. 

3.3. Ligation des fragments d f ADN et du cosmide. 

Cet exemple illustre comment les fragments du genome de & pristinaesptralis 
SP92, issus d*une digestion Sau3A. peuvent etre Iigues avec le vecteur pHC79 
20 linearise par BamH I. 

Efrviron 150 ng de cosmide linearises comme decrit plus haut ont ete precipites 
k l'ethanol avec 350 ng de fragments d'ADN total de S.pristinaespiralis SP92 
prepares comme decrit a l'exemple 3.2. Le culot a ete repris dans 10 jol de tampon de 
ligation : 50 mM Tris-HQ pH 7,8, 10 mM MgCfe, 20 mM DTT, 1 mM ATP, 50 
25 jigAnl de BSA et 0.5 pi de T4 DNA ligase a 400 000 unites par ml (New England 
Biolabs, Bev^ly, MA. 01915-5510 USA) ont ete ajoutfes. L'incubation a 6t6 realisee 
durant une nuit a 15°C. 

3.4. Realisation de ren capsidation in vitro. 

Cet exemple illustre comment les cosmides construits en 3.3 sont encapsides in 

30 vitro. 

L'encapsidation des cosmides hybrides apres ligation a ete realisee a partir du 
kit Gigapack II Gold, developpe par Stratagene (Stratagene Cloning Systems, La 
Jolla, CA 92037, USA). 
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2 X 4 [d de melange de ligation, soit 2 X 70 ng de cosmides hybrides ont ete 
encapsides in vitro selon la procedure decrite par le f ournisseur. 

3.5. Transfection des souches d'E.coli PHI et HB10L 

Cet exemple illustre comment les cosmides sont introduits chez Rcoli . 
5 Deux transections en parallele ont ete realisees avec les souches d' Rcoli DH1 

(F" fiffA96 isqAI relAl emSAl thi-1 hsdR17 aipE44L- f Low 1968) et HB101 (F- 
supE 44 hsdS20frR-mR") recA13 ara-14 pmA2 MY1 galK2 n^L20 sd-5 fltfl-1, 
Boyer et Roulland-Dussoix 1969). 

Les cellules ont ete preparees selon le protocole suivant : une preculture de 100 
10 ml est realisee en milieu LB complement^ par 0.2 % Maltose et 10 mM MgSO^ 
pendant 4 a 5 heures jusqu'a ce que la D0 60 o atteigne la valeur de 0.8* La culture est 
alors centrifugee et le culot repris dans 40 ml de MgS04 10 mM et dilue jusqu'a 
DO^oo^O'S, dans la meme solution. 200 \d de la suspension cellulaire ainsi preparee 
sont melanges a 100 (il de melange d'encapsidation. Apres 20 mn de contact a 37°C, 
15~ 1 ml de LB est ajoute et l'ensemble est incube 1 heure a 37°C. Les transfectants sont 
ensuite selectionnes sur milieu LB solide contenant 150 ng/ml d'ampicilline. Le 
nombie de transfectants obtenus est d'environ 10 4 par pg de cosmide recombinant 

3.6. Stockage des banques d'ADN genomique de S. pristinaespiralis SP92. 
Cet' exemple illustre comment les banques d'ADN genomique de 

20 S.prisrinaespiralis SP92 sont conservees. 

Apres verification de la taille moyenne des fragments inseres dans le cosmide 
pHC79, environ 1500 colonies issues de chacune des transfections realis6es avec les 
souches HB101 et DH1 sont repiquees dans des plaques de micro-titration & 96 puits 
contenant 200 |al de milieu Hogness (milieu LB compl6mente avec 8*8 % glycerol, 3 

25 mM sodium acetate, 55 mM K2HPO4, 26 mM KH2PO4, 1 mM MgS04, 15 mM 
(NH4)2S04, ampicilline 150 fig/ml). Ces plaques sont incubees une nuit a 37°C puis 
stockees a -80°C. 

3.7. Preparation des membranes d'hvbridation a partir des banques genomiques 
de S. pristinaespiralis SP92. 

30 Cet exemple illustre comment l'ADN des colonies constituant les banques 

genomiques de pristinaespiralis SP92 est transfere sur une membrane 
d'hybridation. 
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Ces membranes dliybridation ont ete realisees en double pour chacune des 2 
banques, selon le protocole suivant : 

Les 15 plaques de micro-titration de chaque banque sont repliquees & l'aide 
dhme hrosse & clous sur milieu LB agar contenant 150 jig/ml d'ampicilline. Apres 
5 une nuh de croissance a 37°C, le transfer! des colonies est effectu6 sur membrane 
Biohylon Z + (Bioprope System) selon le protocole suivant : la membrane decoupee a 
la taille adequate est laiss6e au contact des colonies pendant 1 min. Puis une 
denaturation est effectuee par imbibation de la membrane avec une solution de 
NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M pendant 5 min, suivie d'une neutralisation par imbibation 
10 de la membrane dans une solution d'ac&ate de sodium 3 M pendant 5 min. L'ADN 
est fixe sur la membrane par exposition sous une lampe U V pendant 5 min. 

EXEMPLE4 

4.1, Preparation de l'ADN ch mmosomique de la souche S. pristmaespiralis 
SP92 et de souches derivees de SP92 sous forme d'inserts pour 1* fllectrophorgse a 
15 champ puls6. 

Cet exemple illustre comment l'ADN de la souche & pristmaespiralis SP92 et 
des souches derivees de SP92 est prepare sous forme d'inserts pour l'electrophorese a 
champ pulse. 

Cette preparation est effectuee a partir d'une culture de mycelium obtenue de la 

20 fa$on suivante: 30 ml de milieu YEME contenant 0.25 % de glycine sont inocules 
avec 1 0 8 spores de la souche etudiee, la culture est incubee pendant 48 heures a 30°C 
et agit6e & 280 rpm dans des erlens de 250 ml. Le mycelium est ensuite recolte par 
cenfrifugation de 10 min & 3800 rpm et lave deux fois avec du saccharose 10 %. Le 
culot de mycelium est ensuite remis en suspension dans 5ml de solution I (EDTA 

25 250 mM pH 8,0, saccharose 20.6 %). A 200 |il de mycelium ainsi obtenu, on ajoute 
400 (Jl d'une solution de lysozyme a 50 mg/ml dans la solution I ainsi que 800 \d 
rfagarose LMP hl% dans 25 mM EDTA pH 8 et 10.3 % saccharose, maintenu a 
42°C. Le melange maintenu a 42°C est ensuite coule dans les puits de peignes 
speciaux que Ton fenne avec du ruban adhesif et que Ton garde 30 min a 4°C. Le 

30 melange se solidifie et les 30 a 40 inserts ainsi obtenus et contenus dans les puits sont 
dernoules avec precaution. 

Les inserts sont d'abord rinces pendant 30 min a 4°C dans une solution 
contenant 25 mM EDTA et 10.3 % saccharose. On les fait ensuite tremper dans une 
solution tfEDTA 500 mM, 1 % de Lauryl sarcosyl et 1 mg/ml de proteinase. K 

35 pendant deux fois 24 heures a 50°C en agitant de temps en temps. Puis les inserts 
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sont laves 3 fois une heure dans du TE contenant ImM PMSF en changeant la 
solution apres chaque lavage. Les inserts ainsi obtenus sont conserves a 4°C pendant 
4 mois maximum dans de FEDTA 0.5 M pH 8,0. 

4.2. Digestion d'inserts de 1'ADN de la souche S. pristinaespiralis SP92 et de 
5 souches derivees de SP92 et analyse par electrophorese a champ pulse. 

Get exemple illustre comment 1'ADN chromosomique de la souche 
pristinaespiralis SP92 et de souches derivees de SP92 prepare sous forme d'inserts 
comme il est decrit dans l'exemple 4.1., est coupe par differentes enzymes de 
restriction pour l'electrophorese a champ pulse. 

10 42 A. Digestion de 1'ADN chromosomique en inserts: 

Les inserts sont d'abord laves six fois dans du TE puis incubes deux fois 
pendant une heure dans le tampon de l'enzyme de restriction choisie. Chaque insert 
est ensuite depose dans le couvercle d'un tube eppendorf contenant 160 \A de tampon 
de l'enzyme de restriction et 40 unites d'emyme. L'ensemble est xecouvert d'un 

15 parafilm et Feppendorf est ferme pour maintenir le parafilm qui permet d'eviter toute 
evaporation du tampon. Les tubes sont incubes a la temperature voulue dans une 
etuve pendant une nuit 

42.2. Analyse de 1'ADN digere par electrophorese a champ pulse: 
La technique d'61ectrophorese & champ puls6 choisie pour cette etude est celle 

20 du systeme CHEF (Clamped Homogenous Electric Field) mis au point par Chu si Si 
(1986) qui permet d'obtenir deux champs alternatifs homogenes orientes de 120° l*un 
par rapport a 1'autre et des trajectoires rectilignes pour les molecules d'ADN. 
L'appareilllage utilise est le Tulsafbr System" commercialise par Pharmacia-LKB. 
On a fait varier les parametres de migration electrophoretique tels que le temps 

25 de pulse (i.e. la duree d'application du champ electrique) et la duree de migration de 
manidre k obtenir une separation optiqiale de fragments d'ADN dont la taille 
s'echelonne entre 10 et 2500 kb. Les trois conditions de migration utilisees sont les 
suivantes: pour separer des grands fragments d'une taille de 200 a 1700 kb, la 
migration choisie est de 40 heures avec un temps de pulse de 90 secondes; pour 

30 separer des fragments d'une taille de 50 a 400 kb, la migration choisie est de 20 
heures avec un temps de pulse de 10 secondes puis 20 heures avec un temps de pulse 
de 30 secondes; enfin, pour separer des plus petits fragments d'une taille de 10 kb a 
200 kb, la migration choisie est de 24 heures avec un temps de pulse de 10 secondes. 
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Pour ces trois conditions de migration, le voltage est fixe a 150 Volts constants, la 
temperature est maintenue a 13°C et les gels electrophoretiques contiennent 1.3 % 
d'agarose. 

Les inserts contenant 1' ADN chromosomique de la souche & pristinaespiralis 
5 SP92 et des souches derivees de SP92 sont digeres par les enzymes de restriction 
comme il est decrit ci-dessus, et sont deposes dans les puits du gel electrophoretique 
a l'aide de deux lames de scalpeL Les marqueurs de poids moleculaire utilises sont 
le "Yeast chromosome PFG marker" et le "Lambda ladder PFG marker" 
commercialises par la societe New England Biolabs. La migration s'effectue dans 
10 une des conditions decrites precedemment et le gel est ensuite colore dans tin bain de 
BET (bromure d'ethidium) a 4 (ig/ml pendant 20 min puis decolore dans de l'eau 
pendant 20 min. AprSs photographie du gel, les fragments d'ADN sont transferes sur 
une membrane de nylon puis hybrides avec des sondes marquees au [a- 32 P]dCTP 
comme il est decrit dans Texemple 9,1. 

15 EXEMPLE 5 : Isolement de cosmides portant les genes codant pour des 

protein es purifiees impliquees dans la biosyn these des Streptogramines. 

Cet exemple decrit comment, & partir d'une proteine purifiee intervenant dans 
la biosynthese des Pristinamycines, dont la sequence NH2-terminaIe, ou une 
sequence interne ont ete etablies, il est possible d'isoler a partir des banques 
20 genomiques precedemment rfealisees, un cosmide portant le gene de structure de cette 
meme proteine ou bien rfidentifier parmi les genes deja sequences portes par les 
cosmides le gene de structure correspondant 

5.1. Isolement des cosm ides pIBVl et pIBV3 portant Tun ou les deux gSnes de 
structure des deux sous-unites de la Pristinamyrine IIA synthase. 

25 5.1.1. Identification et purification d'une des proteines impliquees dans Tetape 

finale de la synthese des Pristinamycines II : la Pristinamycine IIA synthase. 

Comme il a ete indique dans rintroduction, la derniere etape de synthase de la 
Pristinamycine IIA correspond a tme oxydation de la liaison 2-3 de la D-proline en 
dehydroproline. La proteine responsable de cette activite a ete purifiee jusqu'a 

30 homogeneite comme 1'illustre cet exemple. 
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5.1. LA. Dosage de l'activite Pristinamycine HA synthase. 
Cet exemple illustre le dosage d'une activite de la voie de biosynthese de la 
Pristinamycine IIA qui n'a encore jamais ete decrite et qui possede la propriete 
remarquable de n'etre exprimee que pendant la periode de production des 
5 Pristinamycines. II s'agit de la Pristinamycine DA synthase qui catalyse la conversion 
de la Pristinamycine IIB en Pristinamycine IIA par oxydation du residu D-proline de 
la Pristinamycine IIB en residu 2-3 dehydroproline (figure 8) en presence d'oxygene 
moleculaire et de FMNH2. Les fractions enzymatiques a doser (0,002 a 0,005 unites) 
sont incubees 1 heure a 27°C dans un volume total de 500 |il de tampon bis-tris- 
10 propane 50 mM pH 6,8 contenant NADH (500 \M) f FMN (5 |iM), Pristinamycine 
IIB (20 pM) etD,02 unites de FMN reductase (Boehringer Mannheim). 

La Pristinamycine IIA formee est dosee par CLHP apres l'arret de l'incubation 
par ajout de 500 (il d'acide chlorhydrique 0,1 N et 500 |ol d'acetonitrile, et une 
centrifugation de 1'echantillon pendant 5 min a 5000 g. 150 yl du surnageant de 
15 centrifugation sont injectes sur une colonne Nucleosil 5-C8 de 15 cm 61uee par un 
melange de 34 % d'acetonitrile et 66 % tampon phosphate 0,1 M pH 2,9. Les 
Pristinamycines IIA et IIB sont detectees grace a leur absorbance UV a 206 nm. 

L'unite d'activite enzymatique est definie comme la quantite cfenzyme 
necessaiie pour synthetiser 1 (imole de Pristinamycine HA par heure dans les 
20 conditions decrites. 

5.L1.B. Purification de la Pristinamycine IIA synthase de S* pristinaespiralts 

SP92. 

Cette experience illustre comment une enzyme de & pristinaespiralis SP92 
int^venant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine IIA peut etre purifiee. 
25 En utilisant le dosage decrit precedemment & l'exemple 5.1. LA la purification 

de la Pristinamycine IIA synthase est realisee comme decrit ci-dessous en prenant 
soin de cohgeler et conserver les fractions actives a -30°C entre chaque etape si 
necessaire. 

150 g d'un culot de centrifugation, lave par un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 
30 a 10 % v/v de glycerol, d'une culture de £. pristinaespiralis SP92 recoltee en debut 
de phase de production des Pristinamycines sont repris par 450 ml de tampon 
bis-tris-propane 50 mM pH 6,8 contenant 5 mM de DTT et 0,2 mg/ml de lysozyme. 
La suspension ainsi obtenue est incubee pendant 45 minutes a 27°C puis centrifugee 
k 50 000 g durant 1 heure. L'extrait brut ainsi recueilli est fractionne par precipitation 
35 au sulfate d'ammonium. La fraction proteique precipitant entre 40 et 55 % de 
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saturation est dessalee sur une colonne de Sephadex G25 Fine puis injectee (100 mg 
par injection) dans le tampon pH 6,8 bis-tris-propane 50 mM, DTT 1 mM sur une 
colonne MonoQ HR 10A0. Les proteines sont eluees avec un gradient lineaire de 
KC1 (0 a 0,5M). Les fractions contenant 1'activite enzymatique (mises en evidence 
5 grace au test decrit a l'exemple 5.1. l.A) sont regroupees et concentrees a 20 ml sur 
Centriprep 10. Apr6s dilution par un volume de tampon pH 6,8 bis-tris-propane 
50 mM, DTT 1 mM contenant 2 M de sulfate d'ammonium, les proteines sont 
chromatographiees (22,5 mg par injection) sur une colonne Phenyl Superose HR 
10/10 avec un gradient decroissant de sulfate d'ammonium (1,0 MH M). Les 

10 meilleures fractions contenant 1'activite recherchee sont rassemblees, reconcentiees a 
1 ml sur Centriprep 10, puis appliquees (200 yl par injection) sur une colonne 
Bio-Sil SEC 250. Le pic d'activite est detecte dans cette technique a un poids 
moleculaire centre a 77 000. La fraction contenant Pactivite est injectee sur une 
colonne MonoQ HR 5/5 dans le tampon pH 6,8 bis-tris-propane 50 mM, DTT 1 mM 

15 eluee avec un gradient lineaire de KC1 (0 a 0,5 M). 

Apres cette etape, 1'enzyme est pure et en electrophorgse PAGE-SDS, deux 
sous unites de poids moleculaire estime a 35 000 et 50 000 sont mises en evidence. 
EUes sont separees sur colonne Vydac C4 de 25 cm eluee avec tin gradient lin6aire 
de 30 k 50 % tfaoetonitrile dans Teau & 0,07 % tfacide trifluoroacetique. 

20 Tableau: Purification de la Pristinamycine HA synthase 



Etape de 


voL (ml) 


Proteines 


Act Spe. 


Rendement 


Facteur de 


Purification 




(mg) 


ltmole/h/mg 


(%) 


puriHcation 


Extraitbrut 


490 


1690 


0.14 


100 


1 


40-55% S. A. 


60 


1050 


0.19 


85 


1.4 


MonoO 10/10 


95 


45 


3.0 


58 


21 


Fh6tiyI-Superose 


8 


2.8 


12 


14 


86 


BioSil SEC 


5 


1.3 


18 


14 


130 


MonoO 5/5 


10 


0.7 


23 


10 


160 



Le facteur de purification est calcule tfapres Taugmentation de Tactivite 
specifique des fractions au cours de la purification. 
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5.1.2. Realisation ^oligonucleotides a partir des sequences pioteiques : 

Get exemple decrit comment a partir des sequences NH2-terrninales des deux 

sous-unites de la Pristinamycine HA synthase purifiee comme decrit dans l'exemple 

5.1.13., il est possible de synthetiser des oligonucleotides. Les deux sous-unites de 
5 la Pristinamycine DA synthase sont appelees SnaA et SnaB et correspondent aux 

polypeptides de poids moleculaire de 50000 et 35000 respectivement tel que cela est 

decrit & l'exemple 5.I.I.B. 

Les sequences NH2-terminales des proteines SnaA et SnaB, correspondant aux 

sous unites de la Pristinamycine OA synthase, ont ete realisees par micro- 
10 s6quen?age. Ceci est fait par la technique de degradation d'Edman, en utilisant un 

sequenceur automatism (Applied Biosystems modele 407A) couple a un appareil 

CLHP pour ridentification des d6rives phenylthiohydantoines. Une trentaine de 

residus ont ete determines pour chacune d'entre elles. 

Proteine SnaA : (Cf rfeidus 2 a 29 sur SEQ ID n° 2) 
15 T A P(R)(R,W)R IT L AGIIDGPGGHVA A(W)R H P (A) T 

Proteine SnaB : (Cf residus 2 a 31 sur SEQ ID n° 3) 
TAPILVATLDTRGPAATLGTI T(R) A V(R) A A E A 

Par ailleurs des sequences internes a ces deux polypeptides ont ete determinees 
apres digestions trypsiques de SnaA et SnaB et purification des fragments obtenus 
20 sur colonne CLHP Vydac C18. Les sequences internes suivantes ont ete trouvees: 

Proteine SnaA : (Cf residus 365 a 384 sur SEQ ID n° 2) 
GADGFN IDFPYLPG SADDFV 

Proteine SnaB : (Cf residus 122 i 136 sur SEQ ID n° 3) 
GLimS FDDDAFVHD R 

25 A partir des regions soulignees dans chacune des sequences des fragments 

internes aux proteines SnaA et SnaB et, en fonction de la degenerescence du code 
genetique specifique des Streptomyces (cf. Exemple 8), les melanges 
d'oligonucleotides suivants ont ete synthetises par un synth^tiseur automatise 
Biosearch 8600. lis ont ensuite 6te purifies par la technique deja decrite (Sawadogo 

30 . M. et Von Dyke M. W., 1991). Les genes snaA et snaB designerit les genes de 
structure des prot&ines SnaA et SnaB respectivement. 
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Melange conrespondant a la partie soulignee de la sequence in terne de SnaA ! 
ATC GAC TTC CCC TAC CTC CCC GG 
T T G T G G 
A 
T 

Melange correspondant a la partie souli gnfe de la sequence interne de SnaB ; 
TTC GAC GAT GAT GCA TTC GTC CAT GAC 

C C T G C 

C 
G 

5.1.3. Marquage des melanges d'oligonucleotides synthetiques et hybridation 
avec les banques d'ADN g&iomique de la souche SP92. 

Cet exemple decrit comment des oligonucleotides specifiques d'un g&ie de 
biosynth&se des Pristinamycines peuvent etre marques radioactivement puis hybrides 
15 avec des membranes sur lesquelles FADN des banques genomiques de 
S. pristinaespiralis SP92 a ete transfers 

Le marquage des oligonucleotides est realise par transfert en position 5* 
terminate, du groupement [Y-^Jphosphate de I'ATP par la T4 polynucleotide 
kinase. Ce marquage est realise comme indique dans Maniatis al. (1989). Apr&s le 
20 marquage, les oligonucleotides sont utilises sans purification. 

Environ 2 X 500 ng de chaque melange ^oligonucleotides ont ete ainsi 
marqu6s au 32 P et ont ete utilises pour hybrider chacune des deux banques. 

LTiybridation des membranes de chaque banque est realis6e selon un protocole 
derive de ceux developpes par Meinkoth, J. and Wahl, G. (1984) et Hames, B.D. and 
25 Higgins, SJ. (1985) : les 15 membranes sont prehybridees pendant 3 heures & 50°C 
dans 40 ml d*une solution contenant : Denhardt (x5) [Denhardt (X100) : 2 % (p/v) 
Ficoll, 2 % (p/v) polyvinylpyrrolidone, 2 % (p/v) BSA)], SSC (X5) [SSC (X20) : 
NaCl 3 M, citrate de sodium 0.3 M), NaPC>4 pH 6,5 50 mM, SDS 0.1 %, ADN de 
sperme de saumon 250 ng/ml]. 
30 L'hybridation est ensuite realisee pendant une nuit & 50°C, dans 20 ml de la 

meme solution auxquels sont ajoutes les 500 ng d' oligonucleotides marques. 

Les filtres sont ensuite laves dans une solution de SSC (X 6) et SDS 0.5 %, 
2 f ois 30 min a temperature ambiante puis de fagon empirique i des temperatures 
graduellement plus elevees (50 a 65°C). La temperature de ces derniers lavages est 
35 progressivement augmentee apres des expositions autoradiographiques successives 
afin de determiner la specificite des clones hybridants avec' les melanges 
d'oligonucleotides. 
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5.1.4. Isolement des cosmides pEBVl et pIBV3 et determination des regions 
contenant les genes snaA et snaB . 

Get exemple illustre comment il est possible d'isoler des cosmides construits 
comme il est deceit dans l'exemple 3, contenant des genes de biosynthese des 
5 Pristinamycines. 

Les cosmides pIBVl et pIBV3 ont ete isoles de deux clones provenant 
respectivement de la banque realisee dans la souche HB101 et de la banque realisSe 
dans la souche DH1, ayant hybride avec les deux melanges ^oligonucleotides 
simultanement pour pIBVl et avec le melange d'oligonucleotides issus de la 

10 sequence interne de la proteine SnaA pour pIBV3. 

Ces cosmides ont ete purifies comme decrit dans l'exemple 2. Les cosmides 
pIBVl et pB3V3 contiennent respectivement un insert d'ADN genomique de 
S. pristinaespiralis SP92 dont les tailies ont ete estimees respectivement a 30 kb et 
34 kb. Une cartographie (figure 4 et 6) a ete etablie a partir de digestions avec 

15 differentes enzymes de restriction, selon les protocoles du foumisseur (New England 
Biolabs, Beverly, MA. 01915-5510 USA). 

Des hybridations en Southern de l'ADN de pIBVl et pD3V3 digere par 
differentes enzymes, avec les melanges d'oligonucleotides, ont permis d'identifier la 
r&gion de ce cosmide contenant les gdnes snaA et/ou snaB . 

20 Les Southerns ont ete realises comme decrit dans Maniatis fit si* (1989). Apres 

separation des fragments de restriction par electrophorese sur gel d'agarose 0.8 %, 
l'ADN est transfere sur membrane Biohylon Z + (Bioprope System). Uhybridation de 
l'ADN ainsi transfere sur les membranes avec les melanges d'oligonucleotides a ete 
realisee comme decrit dans l'exemple 5.1.3. 

25 Ces Southerns ont permis de montrer que le cosmide pIBVl possedait un 

fragment BamH I de 6 kb contenant les sequences homologues aux sondes 
synthetis6es dans l'exemple 5.1.2 (issues des proteines SnaA et SnaB) ainsi qu'un 
fragment EcoR I de 2,5 kb interne au fragment Bam HI contenant les sequences 
homologues aux sondes issues exclusivement de la proteine SnaA. De plus les 

30 signaux d*hybridation obtenus avec le cosmide pEBV3 ont montre qu'il ne possedait 
que le fragment Eco RI de 2,5 kb contenant les sequences homologues aux sondes 
issues exclusivement de la proteine SnaA. 
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5.2. Isole ment du cosmide pIBV2 contenant le gene de structure de Tacide 3- 
hvdroxvpicQliTiiq ue-AMP ligase (snbA). 

Cet exemple illustre comment il est possible d'obtenir un cosmide, tel que 
construit a Texemple 3, contenant au moins un gene de biosynthese des 
5 Pristinamycines L 

5.2.1. Identification et purification de la proteine impliquee dans l'activation de 
Tacide 3-hydroxypicolinique. 

Cet exemple illustre comment la proteine responsable de l'activation de Tacide 
3-hydroxypicolinique peut-etre purifiee jusqu'a homogeneite, a partir de 
10 S. pristinaespiralis SP92. 

* 

5.2.I.A. Dosage de Tactivite acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase. 

Cet exemple illustre Ie dosage d'une activite de la voie de biosynthese de la 
Pristinamycine IA qui n'a encore jamais ete decrite et qui possede la propriete 
remarquable de n'etre exprimee que pendant la periode de production des 
15 Pristinamycines. II s'agit de Tacide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase qui catalyse la 
formation de Tadenylate de Tacide 3-hydroxypicolinique (figure 9) a partir de cet 
acide libre et de TATP en presence de MgCl 2 . 

Les fractions enzymatiques a doser (0,002 a 0.020 unites) sont incubees 
pendant 15 min a 27°C dans un volume total de 250 (il de tampon pH 6,8 
20 bis-tris-propane 50 mM, DTT 1 mM, 10 % v/v de glycerol, en presence d ! acide 
3-hydroxypicolinique (ImM), ATP (2mM) f MgCl 2 (5mM) et tetrasodium 
pyrophosphate marque avec Tisotope 32 radioactif de Tatome de phosphore 
(200 mM). 

La reaction est arretee par ajout de 1 ml d'une suspension de charbon activ£ k 
25 10g/l dans un melange de 75 % de tetrasodium pyrophosphate 0,1 M et 25 % d'acide 
perchlorique a 14 %. Apr^s agitation le charbon est recueilli et lave par deux fois 
1 ml du melange pyrophosphate-acide p^chlorique. Les molecules organiques 
radioactives sont alors eluees par trois fois 1 ml d'un melange de 50 % de methanol 
et 50 % d'ammoniaque N, dans une fiole de comptage contenant 12 ml d'eau. La 
30 radioactivite est mesuree par effet Cerenkov avec un compteur a scintillation (Minaxi 
TriCarb 4000 PACKARD). 

L'unite d'activite enzymatique est definie comme la quantite d'enzyme 

« 

n6cessaire pour incorporer 1 \xmole de pyrophosphate dans TATP en 1 heure dans les 
conditions decrites ci-dessus. 
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5.2.I.B. Purification de 1'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase de & 
pristinaespiralis SP92. 

Cette experience illustre comment une enzyme de SL pristinaespiralis SP92 
intervenant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine IA peut etre purifi6e. 
5 En utilisant le dosage decrit precedemment a l'exemple 5.2.1 A, la purification 

de 1'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase est realisee comme decrit ci-dessous en 
prenant soin de congeler & -70°C les fractions actives et de les conserver a -30°C 
entre cfaaque etape si necessaire. 

234 g d'un culot de centrifugation, lave par tin tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 
10 a 10 % v/v de glycerol, d'une culture de pristinaespiralis SP92 recoltee en debut 
de phase de production des Pristinamycines sont repris par 234 ml de tampon pH 8,0 
Tris-HCl 100 mM contenant 4 mM DTE, 1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 15 % 
v/v glycerol et 0,6 mg/ml de lysozyme. La suspension ainsi obtenue est incubee 
pendant 30 minutes a 27°C puis centrifug£e a 50 000 g durant 1 heure. L'extrait brut 
15 ainsi recueffli est injecte dans le tampon pH 8,0 Tris-HCl 100 mM, DTE 4 mM, 
1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 15 % v/v glycerol sur une colonne (80 ml) de 
Q-Sepharose Past Flow. Les proteines sont 61uees avec un gradient lin&rire de KQ 
(0 a 0,4 M). Les fractions contenant l'activite enzymatique (mises en evidence grace 
au test decrit a l'exemple 5.2.1 A) sont regroupees et diluees par un volume de 
20 tampon pH 8,0 TWs-HCl 100 mM, 1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 15 % v/v 
glycerol contenant 2 M de sulfate d'ammonium. Les proteines sont alors 
chromatographiees sur une colonne (50 ml) de Phenyl-Sepharose avec un gradient 
decroissant de sulfate d'ammonium (1,0 M a 0 M) dans le tampon pH 8,0 Tris-HQ 
100 mM, 1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 15 % v/v glyc&oL Apres ajout de 4 mM 
25 DTE, les fractions actives sont rassemblees, reconcentrees d 5 ml sur Centriprep 10, 
puis appliquees sur une colonne (100 ml) de Superose 12 prep grade. Les fractions 
contenant l'activite recherchee sont regroupees et injectees dans le tampon pH 8,0 
Trfe-Hd 100 mM, DTE 4 mM, 1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 15 % v/v glyc&ol 
(environ 6 mg par injection) sur une colonne de MonoQ HR 5/5 eluee avec un 
30 gradient lineaire de KQ (0 a 0,4 M). Les fractions actives sont regroupees, 
concentrees a 1 ml sur Centricon 10, diluees par 3 volumes de tampon pH 6,8 
bis-tris-propane 50 mM, DTE 4 mM, 1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 15 % v/v 
glycerol, puis injectees (2 mg par injection) dans ce dernier tampon sur une colonne 
de MonoQ HR 5/5 eluee avec tin gradient lineaire de KC1 (0 k 0,3 M). Les 
35 meilleures fractions contenant la ligase recherchee sont regroupees, puis appliquees 
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dans un tampon pH 6,8 phosphate de sodium 20 mM, sulfate de sodium 50 mM sur 
une colonne Bio-Sil SEC 250. Le pic d'activite est detecte dans cette technique a un 
poids moleculaire centre a 60 000. 

La prot&ne poss6dant l'activite d'activation de l'acide 3-hydroxypicolinique est 
5 designee par la suite Snb A. 

Apres cette etape, l'enzyme est pure et en electrophorese PAGE-SDS son poids 
moleculaire est estime a environ 67 000. 



Tableau: Purification de Tacide 3-hydroxypicolinique- AMP ligase 



Etape de 


vol. 


Proteine 


Act Spe. 


Rendement 


Facteurde 


Purification 


(ml) 


s 

(mri 


pmole/h/mg 3 


(%) 


purification 


Extraitbrut 


246 


2050 


(0.06) 






Q-Sepharose 


40 


188 


0.47 


100 


1 


Fh6nyi-Sepharose 


70 


35 


2,21 


88 




Superose 12 


16 


17 


2.03 


39 


4.3 


MonoOpH8.0 


4.5 


9.0 


2.09 


21 


43 


MonoO dH 6.8 


1.0 


2.0 


2.9 


6.6 


62 


Bio-Sfl 250 


2,5 | 


023 


12.4 


32 


26 



10 a L'activite dans l'extrait brut ne peut pas etre mesuree precisement a cause 

d'echanges entre le pyrophosphate et 1'ATP non specifiques de l'acide 
3-hydroxypicolinique. 

Le facteur de purification est calcule d'apres l'augmentation de l'activite 
specifique des fractions au cours de la purification. 

15 52.2. Realisation ^oligonucleotides a partir de la sequence proteique: 

Get exemple decrit comment a partir des sequences NH^terminale et interne 
de la proteine 3-hydroxypicolinique- AMP ligase, il est possible de synthetiser des 
oligonucleotides. 

La sequence NH2-terminale de la proteine SnbA a ete realisee par micro- 
20 sequengage comme decrit dans l'exemple 5.1.2. Une vingtaine de residus ont ete 
ainsi identifies. 
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Une sequence interne a la proteine SnbA, d'environ 20 acides amines, a 
egalement ete identifiee, apres hydrolyse trypsique et purification des fragments 
obtenus sur colonne CLHP Vydac C18. 

Sequence NHg-terminale de la proteine 3-hydroxvpicolinique-AMP ligase : 
5 (aresidusla21surSEQron°5) 

MLDGS VPWPEDVAAKY RAAGY 

Sequence interne de la proteine 3-hydroxypicolinique-AMP ligase: 
(Cf residus 448 & 467 sur SEQ ID n° 5) 

VSAM EVEGHLGAHPDVOQ AA 

10 A partir des regions soulignees dans chacune des sequences et en fonction de la 

degenerescence du code genetique specifique des Streptomvces (cf. Exemple 8), les 
melanges ^oligonucleotides suivants ont ete synthetises : 

Melange correspondant a la partie soulignee de la sequence NH2-terminale de 
la proteine 3-hvdroxypicolinique-AMP ligase : 

* 

15 5 ' 3 f 

GTC CCC TGG CCC GAG GAC GTC GCC GCC AAG TAC 
G G G G G G 

Melange correspondant a la partie soulignee de la sequence interne de la 
proline 3-hvdroxvpicolinique-AMP ligase : 

20 5' 
3' 

GAG GTC GAG GGC CAC CTC GGC GCC CAC CCC GAC GTC CAG CAG 
GC 

G G G G G G G 

25 5.2.3. Marquage des melanges ^oligonucleotides synthetiques et hybridation 

des banques d 1 ADN genomique de pristinaespiralis SP92. 

Cet exemple decrit comment des oligonucleotides specifiques d\ui gene de 
biosynthese des Pristinamycines peuvent etre marques radioactivement puis hybrides 
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avec des membranes sur lesquelles l'ADN des banques genomiques de & 
pristinaespiralis a ete transfere. 

Le marquage des oligonucleotides est realise par transfert en position 5* 
terminate, du groupement [y-^Jphosphate de 1'ATP, par la T4 polynucleotide 
5 kinase, comme indique dans l'exemple 5. 1.3. 

Environ 2 X 500 ng de chaque melange d'oligonucleotides ont et6 ainsi 
marques au 32 P et ont ete utilises pour hybrider chacune des deux banques, 

LTiybridation des membranes de chaque banque a ete realisee comme indiqu6 
dans l'exemple 5.1 3. 

10 5.2.4. Isolement du cosmide pIBV2 et determination de la region contenant le 

gene de structure de l'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase. 

Cet exemple illustre comment il est possible d'obtenir un cosmide, tel que 

construit a l'exemple 3, contenant au moins le gene de structure de l'acide 

3-hydroxypicolinique-AMP ligase. 
15 Le cosmide pD3V2 a ete isole d'un clone de la banque realisee dans la souche 

d'E. coli DH1 , ayant hybride avec les deux melanges ^oligonucleotides 

simultanement 

Ce cosmide a ete purifie comme decrit dans l'exemple 2. II contient un insert 
d'ADN genomique de pristinaespiralis SP92 dont la taille a ete estimee & 47 kb. 
20 Une cartographie (figure 5) a 6t£ etablie a partir de digestions avec diff&entes 
enzymes de restriction, comme indiqu6 dans l'exemple 5.1.4. 

Des hybridations en Southern de l'ADN de pIBV2 digere par differentes 
enzymes, avec les melanges ^oligonucleotides, ont permis d'identifier la region 
contenant le gene de structure de l'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase. Les 
25 Southerns et les hybridations ont ete realises comme decrit dans l'exemple 5.1.4. 

Les resultats d'hybridatkm ont permis de montrer que le cosmide pIBV2 
possedait un fragment BcoRI -Bgl ll de 5,5 kb, contenant la sequence homologue aux 
sondes synthetisees dans l'exemple 5.2.2. 

5.3. Mise en evidence de la presence d'une partie du gene de structure de la 
30 Pristinamvcine I synthase n (SnbC) stir l e cosmide pIBV3. 

Cet exemple illustre comment il est possible d'identifier la presence de gdnes 
de biosynthese des Pristinamycines I sur un cosmide deja isole (Exemple 5.1). 
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5.3.1. Identification de la Pristinamycine I synthase II impliquee dans 
rinoorporation des residus threonine et acide aminobutyrique dans la chaine 
peptidique de la Pristinamycine IA. 

Get exemple illustre comment la proteine responsable de rincorporation des 
5 residus threonine et acide aminobutyrique dans la chaine peptidique de la 
Pristinamycine IA peut etre purifiee jusqu'a homogeneite, a partir de 
pristinaespiralis SP92. 

53.1.A. Dosage des activites partielles de la Pristinamycine I synthase EL 
Cet exemple illustre Ie dosage d'activites de la voie de biosynthese de la 
10 Pristinamycine IA qui n'ont encore jamais ete decrites et qui possedent la propriete 
remarquable de n'etre exprimees que pendant la periode de production des 
Pristinamycines. II s'agit des activites partielles de la peptide synthase responsable de 
rinoorporation des residus threonine et acide aminobutyrique dans la chaine 
peptidique de la Pristinamycine IA (figure 10) en presence d'ATP et de MgCl 2 . 
15 Les activites threonine- AMP ligase et acide aminobutyrique- AMP ligase sont 

mesurees dans un test enzymatique d'echange ATP-pyrophosphate analogue a celui 
decrit en 5.2.1. A pour 1'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase. 

Les reactions d'aminoacylation de l'enzyme avec la threonine ou 1'alanine (un 
analogue de Facide aminobutyrique que Ton retrouve dans la Pristinamycine IC) 
20 permettent de differencier la peptide synthase d'autres enzymes qui peuvent effectuer 
un echange ATP-pyrophosphate et notamment les aminoacyl-tRNA synthases. Cest 
done le test d'aminoacylation de l'enzyme avec la threonine marquee au tritium decrit 
ci-dessous qui a ete utilise dans cet exemple. 

Les fractions enzymatiques a doser (0,2 a 2 unites) sont incubees pendant 
25 15 min & 27°C dans un volume total de 250 fil de tampon pH 6,8 bis-tris-propane 
50 mM, DTT 1 mM, 10 % v/v de glycerol, en presence de 1 jiCi de [3- 3 H] 
L-threonine (15 Ci/mmol), d'ATP (2 mM) et de MgCl 2 (5 mM). 

La reaction est arretee par ajout de 150 [d d'une solution d'acide 
trichloroacetique a 25 %. Les proteines precipitees sont recueillies sur un microfiltre 
30 et lavees par 3 fois 400 |4l tfacide trichloroacetique a 7 % avant d'etre eluees par 
2 fois 400 \d de soude N dans une fiole de comptage contenant 1 ml HQ N et 12 ml 
de cocktail scintillant (Readygel Beckmann). La quantite de radioactivite contenue 
dans cette fiole est mesuree avec un compteur a scintillation (Minaxi TriCarb 4000 
PACKARD). Elle represente la quantite de threonine fixee de fagon covalente a la 
35 peptide synthase recherchee. 
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L'unite tfactivite enzymatique est definie corame la quantite d'enzyme 
necessaire pour fixer de rnaniere covalente 1 pioomole de threonine en 15 min dans 
les conditions decrites ci-dessus. 

53.1.B. Purification de la Pristinamycine I synthase n. 
5 Cette experience illustre comment une enzyme de £L pristinaespiralis SP92 

intervenant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine IA peut etre purifiee. 

En utQisant le dosage decrit precedemment & l'exemple 5.3.I.A. la purification 
de la peptide synthase responsable de rincorporation des residus threonine et acide 
aminobutyrique dans la chaine peptidique de la Pristinamycine IA est realisee 

10 comme decrit ci-dessous en prenant soin de travailler a 4°C et de conserver a -70°C 
les fractions actives. 

150 g d'un culot de centrifugation, lave par tin tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 
a 10 % v/v de glycerol, d*une culture de Si pristinaespiralis SP92 recoltee en d&nxt 
de phase de production des Pristinamycines sont repris par 450 ml de tampon pH 8,0 

15 Tris-HCl 100 mM contenant 4 mM DTE, 1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 1 mM 
EDTA, 1 mM EGTA, 15 % v/v glycerol La suspension airisi obtenue est broyee a 
l'aide d'une French Press r§glee & la pression de 5000 psi puis centrifugee a 50 000 g 
durant 1 heure. L'extrait brut ainsi recueilli est injecte dans le tampon pH 8 tris-HCl 
100 mM, DTE 4 mM, 2 mM benzamidine, 2 mg/1 leupeptine, lmg/1 E-64, 15 % v/v 

20 glycerol sur une colonne (200 ml) de Q-Sepharose Fast Flow. Les proteines sont 
eluees avec un gradient lineaire de KC1 (0 a 0,6 M). A la sortie de la colonne chaque 
fraction est additionnee d'un dixieme de son volume d'une solution de PMSF 1 mM, 
EDTA 5 mM, EGTA 5 mM. Les fractions contenant l'activite enzymatique (mises en 
evidence grace au test decrit a Fexemple 5.3.1.A) sont regroupees et reconcentrees 

25 par ultrafiltration sur Centriprep 30 jusqu'^ un volume final de 28 ml. Ce concentrat 
est injecte par aliquote de 4 ml sur une colonne de permeation Superdex 200 Hi- 
Load 16/60 equilibree dans le tampon pH 6,8 bis-tris-propane 50 mM, 1 mM 
benzamidine, 4 mM DTE, 0,2 mM Pef abloc, 1 mM EDTA, 0,1 M KC1, 20 % v/v 
glycerol. Apres dosage, les fractions actives sont rassembl6es et reconcentrees a 

30 15 ml sur Centriprep 30, puis dessalees sur PD-10 dans le tampon pH 8,0 Tris-HCl 
100 mM, DTE 4 mM, 2 mM benzamidine, 2 mg/1 leupeptine, lmg/1 E-64, 20 % v/v 
glycerol et appliquees en deux fois sur une colonne MonoQ HR 10/10 equilibree et 
eluee avec un gradient lineaire de 0,4 M de KC1 dans ce meme tampon. Les fractions 
contenant Tactivitee recherchee sont regroupees, reconcentrees sur Centriprep 30 

35 puis Centricon 30 jusqu'a un volume final de 1 ml et injectees en cinq fois sur une 
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colonne de Superose 6 HR 10/30 dans le tampon pH 6,8 bis-tris-propane 50 mM, 
1 mM benzamidine, 4 mM DTE, 0,2 mM Pefabloc, 1 mM EDTA, 0,1 M KCl, 20 % 
v/v glycerol Le pic d'activite est detecte dans cette technique a un poids moleculaire 
centre a 450 000. 

5 Apres cette etape, renzyme est pure et en electrophorese PAGE-SDS son poids 

moleculaire est estime a environ 240 000. Cette bande contient egalement toute la 
radioactivite de la proteine marquee par aminoacylation avec la threonine tritiee. 

A ce stade l'activit& maximale de renzyme en utilisant une concentration de 
100 (iCi/ml de threonine (15 Ci/mmole) s*eleve a 3670 unites/mg; renzyme est 
10 egalement capable de former des adenylates avec Tacide-Lraminobutyrique ou la 
L-alanine ; une reaction d'aminoacylation de renzyme avec 1'alanine tritiee est 
detectee et l'activite maximale en presence de 200 ^Ci/ml de [2,3- 3 H] L-alanine 
(15 Ci/mmole) est de 2290 pmoles/mg en 15 min. 

Tableau: Purification de la Pristinamycine I synthase IL 

15 



Etape de 
Purification 


vol. (ml) 


Prot6ines 
(me) 


ActSp6 a 
(unites /nig) 


Rendement 
(%) 


Facteurde 
purification 


Extraitbrut 


445 


4700 


(1) 






O-Sepharose 


, 308 


834 


7 


100 


1 


Superdex 200 


120 


105 


22 


40 


3.1 


MonoQHR 


15 


11.5 


96 


19 


14 


Superose 6 


7,5 


23 


122 


6 


17 



a: L'activite dans l'extrait brut ne peut pas etre mesuree precisemment 
Le facteur de purification est calcule d'apres Faugmentation de l'activite 
specifique des fractions au cours de la purification. 

53.2. Realisation ^oligonucleotides a partir de la sequence proteique. 
20 Cet exemple decrit comment a partir de sequences internes de la 

Pristinamycine I synthase II il est possible de synthetiser des oligonucleotides. 

Les sequences internes de la peptide synthase responsable de rincorporation 
des residus threonine et acide aminobutyrique dans la chaine peptidique de la 
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10 



Pristinamycine IA ont ete realisees par microsequencage comme decrit dans 
1'exemple 5.1.2. apres hydrolyse trypsique et purification des fragments obtenus sur 
colonne Vydac C18. 

Sequences internes a la proteine Pristinnm vcine T synthase fl f. 
(Cf residus 49 a 61 sur SEQ ID n° 12) 
1 5 10 

LAAFNDTAKPVPR 

1 5 10 15 20 

VPAA FVPLDAI,PI. TftNfiVf.T> 

A partir des regions soulignees dans ces sequences et en fonction de la 
degenerescence du code genetique specifique des Streptomyces (cf. Exemple 8), les 
melanges d'oligonucleotides suivants ont ete synthetases : 



Melange cojpspondant a la parti e soulignee de la sequence 1 interne k la 
Hne Pristinamvcine I synthase TT? 
15 5' 3' 

GCC GCC TTC AAC GAC ACC GCC CGC CC 
G G G G G 

* 

Melange corresrondant S la partie so ulipnee de la sequence 2 interne a la 
PEQteine Pristinamvcine I synthase 11- 
20 5' 3 1 

TTC GTC CCC CTC GAC GCC CTC CCC CT 
G G G G G G 

5.3.3. Marquage des melanges d'oligonucleotides synthfitiques et hybridation 
en Southern de l'ADN du cosmide pIBV3. 
25 Cet exemple decrit comment des oligonucleotides specifiques d'un gene de 

biosynthese des Pristinamycines I peuvent etre marques radioactivement puis 
hybrides avec une membrane sur laquelle l'ADN du cosmide pIBV3 a ete transfere. 

Le marquage des oligonucleotides est realise par transfert en position 5' 
terminate, du groupement [7- 32 P]phosphate de l'ATP, par la T4 polynucleotide 
30 kinase, comme indique dans 5.1.3. 

Environ 500 ng du melange d'oligonucleotides a ete ainsi marque au 32 P et a 
et6 utilise pour hybrider en Southern de l'ADN de pIBV3 digere par differentes 
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enzymes. Ces hybridations ont permis de montrer qu'une partie du gene de structure 
de la Pristinamycine I synthase II etait porte par le cosmide pIBV3 et d'identifier la 
region oontenant ce gene. Les Southerns et les hybridations ont ete realises comme 
decrit dans l'exemple 5*1.4. 
5 Les resultats dTiybridation ont permis de montrer que le cosmide pIBV3 

possedait un fragment gphl de 6,2 kb v oontenant la sequence homologue aux sondes 
synthetisees dans l'exemple 5.3.2. 

5.4. Mise en evidence de la presence d'une partie du gene de structure de la 
Pristinamvcine I Synthase III (SnbD) sur le cosmide pIBV3. 
10 Cet exemple illustre comment il est possible d'identifier la presence de genes 

de biosynthese des Pristinamycines I surun cosmide deja isole (Exemple 5.1). 

5.4.1. Identification de la pristinamycine I synthase m impliquee dans 
Incorporation des residus proline et p-dimethylaminophenylalanine dans la chaine 
peptidique de la Pristinamycine IA. 
15 Cet exemple illustre comment la prot£ine responsable de Incorporation des 

residus proline et p-dimethylaminophenylalanine dans la chaine peptidique de la 
Pristinamycine IA peut etre purifiee jusqu'a homogeneite, a partir de & 
pristinaespiralis SP92. 

5.4.1. A. Dosage des activites partielles de la pristinamycine I synthase HL 
20 Cet exemple illustre le dosage d'activites de la voie de biosynthese de la 

Pristinamycine IA qui n'ont encore jamais ete decrites et qui possedent la propriete 
iemarquable de n'etre exprimees que pendant la periode de production des 
Pristinamycines. n s'agit des activites partielles de la peptide synthase responsable de 
Incorporation des residus proline et paradimethylaminophenylalanine dans la chaine 
25 peptidique de la Pristinamycine IA (figure 11) en presence de SAM, d'ATP et de 
MgCl 2 . 

Les activites proline- AMP ligase et p-dimethylaminophenylalanine- AMP 
ligase sont mesurees dans un test enzymatique d'echange ATP-pyrophosphate 
analogue a celui decrit en 5.2.1. A. pour Facide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase. 
30 Les reactions d'aminoacylation de Tenzyme avec la proline et la p-dimethyl- 

aminophenylalanine permettent de differencier la peptide synthase d'autres enzymes 
qui peuvent effectuer un echange ATP-pyrophosphate et notamment les aminoacyl- 
tRNA synthases. II en est de meme pour la N-methylation de la fonction a-amihee 
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de la p^iimethylaminophenylalanine acylee sur l'enzyme. Cest done ce derniCT test 
caracteristique de N-methylation qui a ete utilise dans cet exemple. 

Les fractions enzymatiques a doser (0,2 a 2 unites) sont incubees pendant 
15 rnin i 27°C dans un volume total de 250 yl de tampon pH 6,8 bis-tris-propane 
5 50 mM, DTT 1 mM, 10 % v/v de glycerol, en presence de 1 jiCi de fm&hvl- 3Hl 
T SAM (15 Q/mmoI), de paradimethylamino-L-phenylalanine (1 mM), d'ATP (2 mM) 

et de Mgd 2 (5 mM). 

La reaction est arretee par ajout de 150 pi d'une solution d'acide trichloro- 
acetique £ 25 %. Les prolines precipitees sont recueillies sur un microfiltre et lavees 
10 par 3 fois 400 yl d'acide trichloroacetique a 7 % avant d'etre eluees par 2 fois 400 yl 
de soude N dans une fiole de comptage contenant 1 ml HC1 N et 12 ml de cocktail 
scintillant (Readygel Beckmann). La quantity de radioactivite contenue dans cette 
fiole est mesuree avec un compteur a scintillation (Minaxi TriCarb 4000 
PACKARD). Elle represente la quantite de paradimethylaminophenylalanine 
15 N-methylee fixee de f agon covalente a la peptide synthase recherchee. 

Lunite d'activite enzymatique est dSfinie comme la quantite d'enzyme 
necessaire pour fixer de maniere covalente 1 picomole de p-dimethylamino- 
phenylalanine N-methylee en 15 min dans les conditions decrites ci-dessus. 

5 A1.B. Purification de la pristinamycine I synthase HI. 

20 Cette experience illustre comment une enzyme de pristinaespiralis SP92 

intervenant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine IA peut etre purifiee. 

En utilisant le dosage decrit precedemment a 1'exemple 5.4.1. A la purification 
de la peptide synthase responsable de Incorporation des residus proline et 
paradimethylaminophenylalanine dans la chaine peptidique de la Pristinamycine IA 

25 est realisee comme decrit ci-dessous en prenant soin de travailler a 4°C et de 
conserver a -70°C les fractions actives. 

250 g d*un culot de centrifugation, lave par un tampon 0.1 M phosphate pH 
7,2, 1 mM PMSF, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 0,5 M KC1, 10 % v/v de glycerol, 
dWe culture de S. pristinaespiralis SP92 recoltee en debut de phase de production 

30 des Pristinamycine sont repris par 750 ml de tampon pH 8,0 Tris-HCl 100 mM 
contenant 4 mM DTE, 5 mM benzamidine, 0,2 mM Pef abloc, 1 mM EDTA, 1 mM 
EGTA, 2 mg/1 leupeptine, 2 mg/1 STI, 2 mg/1 aprotinine, 1 mg/I E-64, 20 % v/v 
glycerol La suspension ainsi obtenue est broyee a Taide d'une French Press reglee a 
la pression de 5000 psi puis centrifugee a 50 000 g durant 1 h. L'extrait brut ainsi 

35 recueilli est fractionne par precipitation au sulfate d'ammonium. La fraction 
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proteique tombant entre 0 et 35 % de saturation en sulfate d'ammonium est 
redissoute dans le tampon de cassage et dessalee sur une colonne de Sephadex G 25 
Fine equilibree et eluee dans ce meme tampon. Les proteines ainsi preparees sont 
injectees dans le tampon pH 8,0 Tris-HCl 100 mM, DTE 4 mM, 2 mM benzamidine, 
5 2 mg/1 leupeptine, lmg/1 E-64, 20 % v/v glycerol sur une colonne (200 ml) de 
Q-Sephaiose Fast Flow, puis sont eluees avec un gradient lineaire de KQ (0 a 0,6 
M). A la sortie de la colonne chaque fraction est additionnee d'un dixieme de son 
volume dtoe solution de Pefabloc 2 mM, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, benzamidine 
5 mM. Les fractions contenant 1'activite enzymatique (mises en evidence grace au 

10 test decrit a l'exemple 5.4.1. A) sont regroupees et precipitees avec du sulfate 
d'ammonium a 80 % de saturation. Les proteines tombees sont redissoutes dans un 
tampon pH 6,8 his-tris-propane 50 mM, 1 mM benzamidine, 1 mM DTE, 0,2 mM 
Pefabloc, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mgA leupeptine, 0,15 M NaCl, 20 % v/v 
glycerol et injectees en 5 fois par aliquote de 4 ml sur une colonne de permeation 

15 Superdex 200 Hi-Load 16/60 equilibree et eluee dans ce meme tampon. Apres 
dosage, les fractions actives sont rassemblees et reconcentrees a 3 ml sur Centriprep 
30, puis rediluees jusqu'a 20 ml avec un tampon pH 8,0 Tris-HCl 100 mM, DTE 
4 mM, 1 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 20 % v/v glycerol et appliquees en deux 
fois sur une colonne MonoQ HR 10/10 equilibree et eluee avec un gradient lineaire 

20 de 0,4 M de KCL dans ce meme tampon. Les meilleures fractions contenant l*activit6 
recherch6e sont regroupees et servent de materiel pour la caracterisation des activites 
de Fenzyme et pour son microsequengage. 

Apres cette etape, l'enzyme est pure et en electrophorese PAGE-SDS son poids 
moleculaire est estime a environ 250 000. Cette bande contient egalement toute la 

25 radioactivite de la proteine marquee par aminoacylation avec la SAM tritiee et la 
paradimethylaminophenylalanine. En permeation sur Superose 6 HR 10/30 le poids 
emol6culaire natif de l'enzyme est estime a 700 000. 

A ce stade l'enzyme est egalement capable de former des adenylates avec la 
proline; une reaction d'aminoacylation de l'enzyme avec la proline tritiee est d6tect£e 

30 et l'activite maximale en presence de 200 ixCi/ml de [5- 3 H] L-proline (34 Ci/mmole) 
est de 2490 pmoles/mg en 15 min. 
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Tableau: Purification de la pristinamycine I synthase HL 



Etapede 


vol. 


Proteines 


ActSp6 a 


Rendement 


Facteurde 


Purification 


(ml) 


(mg) 


(unites Ang) 


(%) 


purification 


Extraitbrut 


800 


8100 


(4) 






35%SJL 


200 


4000 


(6) 






Q-Sepharose 


132 


498 


46 


100 


1 


Superdex200 


45 


39.5 


417 


71 


9 


MonoOHR 


9 


5.3 


1070 


25 


23 



10 



15 



-SL' 



a: L'activite dans l'extrait bait et apr&s la precipitation au sulfate d'ammonium 
ne peut pas etre mesuree precisemmeni 

Le facteur de purification est calcule d'apres 1'augmentation de l'activitS 
specifique des firactions au cours de la purification. 

5.4.2. Realisation ^oligonucleotides a partir de la sequence proteique. 

Cet exemple decrit comment a partir de sequences internes de la 
pristinamycine I synthase m il est possible de synth§tiser des oligonucleotides. 

Une sequence interne de la peptide synthase responsable de Incorporation des 
residus proline et paradimethylaminophenylalanine dans la chaihe peptidique de la 
Pristinamycine IA a ete realisee par microsfequengage comme decrit dans 1'exemple 
5.1.2. apres traitement au bromure de cyanogene et purification des fragments 
obtenus sur colonne CLHP Vydac C18. 



Sequence i nterne a la proteine Pristinamycine I synthase III 

1 (a residus 2 a 20 sur SEQ ID n° 13) 

15 10 15 20 

P -VTPYRAYAL AHLAG-DDD 



A partir de la region soulignee dans cette sequence et en fonction de la 
20 deg6nerescence du code g6netique specifique des Streptomyces (cf. Exemple 8), le 
melange d'oligonucleotides suivant a ete synthetise: 



25 



M61ange correspondant a la partie soulignee de la sequence ii 
tie Pristinamycine I synthase III : 
5' 3 1 
GTC ACC CCG TAC CGC GCC TAC 
G G C G G 



Lift. 1.1 



e a la 
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5.4.3. Marquage des melanges ^oligonucleotides synthetiques et hybridation 
en Southern de l'ADN du cosmide pIBV3: 

Cet exemple decrit comment des oligonucleotides specifiques d'un gene de 
biosynthese des Fristinamycines I peuvent etre marques radioactivement puis 
5 hybrides avec une membrane sur laquelle l'ADN du cosmide pIBV3 a 6te transfers 

Le marquage des oligonucleotides est realise par transfert en position 5 1 
terminate, du groupement [y- 32 P]phosphate de TATP, par la T4 polynucleotide 
kinase, comrae indique dans 5.1.3. 

Environ 500 ng du melange d'oligonucleotides a ete ainsi marque au et a 
10 ete utilise pour hybrider en Southern de l'ADN de pIBV3 digere par differentes 
enzymes. Ces hybridations ont permis de montrer qu'une partie du gene de structure 
de la Pristinamycine I synthase HI etait porte par le cosmide pEBV3 et d'identifier la 
region contenant ce gene. Les Southerns et les hybridations ont ete realises comme 
decrit dans 1'exemple 5.1.4. 
15 Les resultats d'hybridation ont permis de montrer que le cosmide pEBV3 

possedait un fragment SphI de 8,4 kb, contenant la sequence homologue a la sonde 
synthetisee dans l'exemple 5A2. 

5.5. Mise en evidence de la presence June partie du gene de structure de la 
Pristinamvcine I synthase IV (SnbE) stir le cosmide pIBV3. 
20 Cet exemple illustre comment il est possible d r identifier la presence de gdnes 

de biosynthese des Pristinamycines I sur un cosmide deja isole (Exemple 5.1). 

5.5.1. Identification de la peptide synthase (appelee Pristinamycine I synthase 
IV) responsable de 1'incorporation du residu phenylglycine dans la chaine peptidique 
de la Pristinamycine IA. 

25 5.5.I.A. Dosage d'activites enzymatiques portees par la peptide synthase 

(Pristinamycine I synthase IV) responsable de Tincorporation du residu phenyl- 
glycine dans la chaine peptidique de la Pristinamycine IA. 

Cet exemple illustre le dosage d'une activite enzymatique de la voie de 
biosynthese de la Pristinamycine IA qui n'a pas ete decrite a ce jour, et qui possgde 

30 la propriete remarquable de n'etre exprimee que durant la periode de production des 
Pristinamycines dans le microorganisme sauvage. II s'agit de 1'activite de la peptide 
synthase (Pristinamycine I synthase IV) responsable 'de Tincorporation du residu 
L phenylglycine dans la chaine peptidique (figure 12) en presence d'ATP et de 
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MgCl2- L'activite phenylglycine-AMP ligase de la Pristinamycine I synthase IV est 
mesuree dans un test enzymatique d'echange ATP-pyrophosphate similaire a celui 
decrit en 5.2.1. A. pour l'activite acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase, en 
presence de de L-phenylglycine (1 mM) et de KC1 (50 mM) dans-le tampon 
5 d'incubation. 

5.5.I.B. Purification de la peptide synthase responsable de Incorporation du 
residu ph&iylglycine (Pristinamycine I synthase IV) dans la chaine peptidique de la 
Pristinamycine IA. 

Get exemple illustre comment une enzyme de pristinaespiralis SP92 
10 intervenant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine IA peut etre purifiee. En 
utilisant le dosage decrit precedemment a 1'exemple 5.5.I.A. La purification de la 
Pristinamycine I synthase IV est realisee comme decrit ci-dessous. Toutes les 
operations sont effectuees a 4°C. Les fractions contenant l'activite sont 
immediatement congelees et conservees a -70°C. 

15 70 g de cellules humides recoltees comme decrit dans 1'exemple 5.2.I.B. sont 

tesuspendus dans 250 ml de tampon de lyse cellulaire (Tris-HCl 100 mM pH 8,0 
contenant 25 % de glycerol, 4 mM DTE, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 
1 mg/1 E64, 2 mg/1 STI, 2 mg/1 o2 macroglobuline, 1 mg/1 leupeptine, 2 mg/1 
aprotinine, 5 mM benzamidine, 0.6 mg/ml lysozyme. La solution ainsi obtenue est 

20 maintenue 1 heure & 4°C sous agitation puis centrifugee a 50 000 g durant 1 heure. 
Le surnageant est ensuite inject^ dans le tampon de lyse cellulaire sur une colonne de 
sephadex-G-25, et la fraction exclue (environ 250 mg de proteines injectes lors de 
chaque chromatographic) est injectee sur une colonne de Mono Q HR 16/10 
(Pharmacia) equilibree avec le tampon Tris-HCl 100 mM pH 8,0, 4 mM DTE, 1 

25 mg/I E-64, 2 mg/1 STI, 20 % glycerol. Les proteines sont eluees avec un gradient 
lineaire de 0 a 0,6 M de KC1 et, a la sortie de la colonne, chaque fraction est 
additioxmee d'un lOeme de son volume d'une solution de Pefabloc 2mM, 5 mM 
EGTA, 5 mM EDTA. Les fractions contenant l'activite sont regroupees puis 
m61angees avec 1 volume de Tris-HCl 100 mM pH 8,0, 15 % glycerol, 1 mM PMSF, 

30 1 mM benzamidine, 4 mM DTT, 3,4 M sulfate d'ammonium pour 3 volumes de 
fraction. La solution est injectee sur une colonne de Phenyl-Superose HR 10/10 (le 
cinquieme de la solution est injecte a chaque chromatographie), et les proteines sont 
eluees avec un gradient lineaire decroissant de 0,9 a 0 M de sulfate d'ammonium. Les 
fractions contenant l'activite sont regroupees. La solution est concentree a 3500 |il 

35 dans un Centriprep 30 et injectee en 2 fois sur une colonne Superdex 200 Hi-Load 
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16/60 equilibree et eluee avec du tampon bis-tris propane 50 mM pH 6,8 contenant 
20 % de glycerol, 0,15 M NaCl, 4 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidine, 
1 mM EDTA- La fraction active est diluee par 9 volumes de tampon bis-tris propane 
50 mM pH 6,8 contenant 25 % de glycerol, 4 mM DTT. 1 mM PMSF, 1 mM 
benzamidine, puis injectee sur une colonne de Mono Q HR 5/5 equilibree dans le 
meme tampon. L'activite recherchee est eluee avec un gradient lineaire de 0 a 0,4 M 
de KC1, et concentree a 630 pi dans un Centricon-30. La proteine recherch6e est 
ensuite purifiee par electrophorese en gel de polyacrylamide a 6% aprSs 
denaturation de l'echantillon par chauffage 10 min a 80°C avec un melange SDS- 
mercaptoethanoL Apres electrophorese et coloration du gel au bleu de Coomassie, la 
bande de gel contenant la proteine est decoupee et la proteine est electroeluee du gel 
dans un Centrilutor. 

Remarque: la bande correspondant a la Pristinamycine I synthase IV est 
identifiee par comparaison avec un standard de Pristinamycine I synthase IV tritiee 
(par liaison covalente a la phenylglycine trittee; voir description dans 1'exemple 
*5*5.2*). 

Apres cette fctape, 1'enzyme est pure en electrophorese (PAGE-SDS). Son poids 
moleculaire est estime a environ 170 000. 

5.5.2. Marquage de la Pristinamycine I synthase IV par thioesterification de la 
20 ph&iylglycine radioactive sur 1'enzyme. 

Apres activation sous forme ^adenylate par l'activite phenylglycine-AMP 
ligase, la phenylglycine est transferee sur un groupement thiol du site actif de 
1'enzyme avant d'etre incorporee dans la chaine peptidique en cours d'elongation 
(processus general de la biosynthese des antibiotiques peptidique connu sous le nom 
25 de "thiotemplate mechanism 11 ). De fagon generale, le marquage radioactif de la 
proteine effectuant 1'activation d'un acide amine peut done etre effectue en preparant 
le derive thioester avec une forme radioactive de l'acide amine. 

A titre d'exemple, le marquage radioactif de la Pristinamycine I synthase IV est 
effectue en incubant durant 1 heure a 27°C, 50 \xg de la proteine (fraction active en 
30 sortie de la colonne de chromatographic Mono Q HR 5/5 ; voir ci-dessus dans 
Texemple 5.5.I.B.) avec 100 jiCi de (R,S)-2-phenyl[2-3H]gIycine (18 Ci/mmol; 
Amersham) dans 70 pi de tampon bis-tris propane 50 mM pH 6,8 contenant 20 % de 
glycerol, 25 mM MgCl2. 5 mM ATP, 0,15 M NaCI, 4 mM DTT,, 1 mM PMSF. 
1 mM benzamidine, 1 mM EDTA. Apres denaturation (SDS seul sans mercapto- 
35 ethanol), les proteines sont separees par electrophorese (PAGE-SDS, gel a 6 %) et 
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revelees au bleu de Coomassie. L'analyse du profil de radioactivite par comptage des 
bandes de proteines ainsi que par autoradiographie (Hyperfilm MP; fluorographie 
apres impregnation du gel avec Amplify Amersham) revele une seule bande 
radioactive au poids moleculaire de 170 000. 



5 Tableau: purification de la Pristinamycine I synthase IV. 



Etapede 
Purification 


. ftot£ines 
(mg) 


ActSp& 
(cpm/img) 8 


Proteines 
(mri 


Facteurde 
purification 


Extraitbrut 


2200 


3.6 






Mono Q 16/10 


136 


58 


100 


16 


Pfreirvl-Superose 


32.6 


175 


72 


49 


Superdex-200 


3.1 


870 


34 


240 


Memo Q 5/5 


2.0 


1000 


25 


280 


Electrocution 
PAGE-SDS 


0,1 









a L'activite specifique ne peut pas etre mesuree precisement dans l'extrait brut 
en raison du niveau eleve d'echange ATP-pyrophosphate non dependant de la 
phenylglycine. La valeur de l'activite specifique a ete calculee k partir du nombre 
10 dHmitfes retrouv6es en sortie de premiere etape chromatographique rapporte & la 
quantity de proteines dans l'extrait brut 

55.3. Autres activites portees par la Pristinamycine I synthase IV. 
La purification de la peptide synthase responsable de rincorporation de la 
phenylglycine d6crite dans 1'exemple 5.5.2. a conduit a une proteine pure de poids 

15 moleculaire 170 000. Cette proteine n'active pas les autres acides amines testes, en 
particulier l'acide pip6colique ou l'acide 4-oxopipecoIique. Une seconde preparation 
de cette proteine, effectuSe dans les conditions decrites en 5.5.I.B., en supprimant 
toutefois l'etape de Ph&nyl-Superose, a partir d'une autre culture de 3* 
pristinaespiralis SP92 dont l'extrait brut a et6 prepare a la French Press comme decrit 

20 en 5.4.1B, a conduit a une proteine qui, en sortie de l'etape de Mono Q HR 5/5, 6tait 
de purete equivalente a celle obtenue a la meme etape dans 1'exemple decrit en 
5.5.I.B., mais pr6sentait un poids moleculaire de 250 000 environ en PAGE-SDS. 
Cette nouvelle preparation 6tait competente pour l'activation et la thioesterification 
de la phenylglycine, mais possedait en outre une activite d'echange ATP- 

25 pyrophosphate avec l'acide L-pipecolique (1 mM) dans le test d'echange analogue a 
celui decrit en 5.2.1. A. pour l'acide 3-hydroxypicolinique. D'autre part, il a pu etre 
montre que la proteine de 170 000 ne possede pas d'activitS d'echange ATP- 
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pyrophosphate avec l'acide L-pipecolique, meme dans Ies preparations encore tres 
imputes de la proteine. II est a noter que S. pristinaespiralis SP92 produit 
naturellernent en faible quantite un analogue de la Pristinamycine IA ayant un residu 
acide pipecolique en lieu et place de l'acide 4-oxopipecolique. Ceci demontre done 
que la peptide synthase responsable de Incorporation de la phenylglycine (la 
Pristinamycine I synthase IV) catalyse aussi Incorporation du residu precedent 
(vraissemblablement l'acide pipecolique). La difference de poids moleculaire 
obtenue pour la Pristinamycine I synthase IV dans les deux preparations (170 000 et 
250 000) est attribuee a un phenomene de clivage proteolytique partiel dans le 
premier cas, conduisant a la perte de I'activite d'activation de l'acide L-pip6colique. 



55 A. Synthese d'oligonucleotides a partir de la sequence proteique. 

Cet exemple decrit comment a partir dune sequence intone de la 
Pristinamycine I synthase IV, il est possible d'aller rechercher le gene correspondant 
a l'aide d'oligonucleotides convenablement choisis. 
15 Une sequence interne de la Pristinamycine I synthase IV de 15 acides amines a 

ete identif i6e apres clivage au bromure de cyanogene de la proteine purifiee et 
purification des fragments obtenus sur colonne CLHP Vydac C18. 

Sequence interne a la p roteine Pristinamycine I synthase IV : 
(Cf residus 82 a 98 sur SEQ ID n° 16) 
20 1 5 10 15 

VTVFLNN TRLIONFR PR-F-GD 

A partir de la region soulignee dans cette sequence et en fonction de la 
degenerescence du code genetique specifique des Streptomyces (cf. Exemple 8), le 
melange d'oligonucleotides suivant a ete synthetise : 

25 Melange correspondant a la partie soulignee de la sequence intone de la 

proteine Pristinamycine I synthase IV: 

5' 3' 
ACG CGC CTC ATC CAG AAC TTC CGC CC 
C G G G 
30 T T 



5.5.5. Marquage des melanges d'oligonucleotides synthetiques et hybridation 
en Southern de TADN du cosmide pIBV3: 
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Cet exemple decrit comment des oligonucleotides specifiques d'un gene de 
biosynthese de la Pristinamycines I peuvent etre marques radioactivement puis 
hybrides avec une membrane sur laquelle l'ADN du cosmide pIBV3 a ete transfer^ 

Le marquage des oligonucleotides est realise par transfer! en position 5 1 
5 terminate, du groupement [y- 32 P]phosphate de I'ATP, par la T4 polynucleotide 
kinase, comme indique dans 5.13. 

Environ 500 ng du melange ^oligonucleotides a ete ainsi marque au 32p et a 
ete utilise pour hybrider en Southern de l'ADN de pIBV3 dig6r6 par diff&entes 
enzymes. Ces hybridations ont permis de montrer que le gene de structure de la 
10 Pristinamycine I Synthase IV etait porte par le cosmide pDBV3 et ^identifier la 
region oontenant ce gene. Les Southerns et les hybridations ont ete realises comme 
decrit dans l'exemple 5.1.4. 

Les resultats d'hybridation ont permis de montrer que le cosmide pIBV3 
possedait un fragment Spfr l de 6,6 kb, contenant la sequence homologue aux sondes 
15 synthetisees dans l'exemple 5.5.4r 

5.6. Isolement du cosmide pIBV4 contenant le gene de structure de la FMN 
rfeductase (snaC). 

Cet exemple illustre comment il est possible d'obtenir un cosmide, tel que 
construit & l'exemple 3. 9 contenant au moins un gene de biosynthese des PIL 

20 5.6.1. Identification de la FMN reductase associee a la Pristinamycine HA 

synthase. 

Cet exemple illustre comment la proteine responsable de la reduction du FMN 
par le NADH pour former le FMNH 2 necessaire a la reaction catalysee par la 
Pristinamycine HA synthase peut etre purifiee jusqu'a homogeneity a partir de 
25 S.pristinaespiralis SP92. 

5.6. 1. A. Dosage de 1'activite FMN reductase. 

Cet exemple illustre le dosage d'une activite de la voie de biosynthese de la 
Pristinamycine HA qui n'a encore jamais ete decrite et qui possede la propriete 
remarquable de n'etre exprimee que pendant la periode de production des 
30 Pristinamycines. II s'agit de la FMN reductase, appetee encore NADHrFMN 
oxydoreductase, qui catalyse la reduction du FMN en FMNH 2 (figure 13) en 
presence de NADH. Des FMN reductases catalysant la meme reaction, specifiques 
ou non pour le NADH ou le NADPH, associees a d'autres voies de biosynthese ont 
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6t6 decrites par ailleurs (Duane & aL. 1975, Jablonski 1977, Watanabe £t al., 
1982). 

Deux dosages sont utilises pour detecter cette activite : 

Le premier repose sur un couplage avec la Pristinamycine HA synthase decrite 
5 dans 1'exemple 5.1.1. et est utilise pour les premieres etapes de la purification. Les 
fractions enzymatiques a doser (0,002 a 0,005 unites) sont incubees 1 heure & 27°C 
dans un volume total de 500 yi de tampon bis-tris-propane 50mM pH 6,8 contenant 
NADH (500 jiM), FMN (2 \iM), Pristinamycine IIB (20 (iM) et 0,01 unites de 
Pristinamycine HA synthase decrite dans 1'exemple 5.1.1. La Pristinamycine HA 
10 foimee est dosee par CLHP comme decrit a 1'exemple 5.I.I.A. 

L'imite d'activite enzymatique est definie comme la quantite d'enzyme 
necessaire pour synthetiser 1 |imole de Pristinamycine ELA par minute dans les 
conditions decrites ci-dessus. 

Le second est un dosage spectrophotometrique et ne peut etre employe qu'avec 
15 des fractions purifiees au moins partiellement Les fractions enzymatiques a doser 
(0,006 a 0,030 unites) sont incubees 13 min a 27°C dans un volume total de 3 ml de 
tampon bis-tris-propane 50 mM pH 6,8 contenant NADH (500 fiM) et FMN (2 fiM). 
Apres 7 min d'incubation, 6 lectures de la densite optique i 340 nm espacees de 
1 min sont effectuees contre une cuve de reference sans enzyme* L'activite en 
20 (jmol/min est calculee en divisant la pente de diminution par min de la density 
optique par un facteur 6,2 (densite optique de 1 mole de NADH a 340 nm). 

L'unite d'activite enzymatique est definie comme la quantite d'enzyme 
necessaire pour consommer 1 pmole de NADH par minute dans les conditions 
decrites ci-dessus. 

25 5.6.I.B. Purification de la FMN reductase de pristinaespiralis SP92. 

Cette experience illustre comment une enzyme de pristinaespiralis SP92 
intovenant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine HA peut etre purifiee. 

En utilisant les dosages decrits precedemment a 1'exemple 5.6.I.A. la 
purification de la FMN reductase est realisee comme decrit ci-dessous en prenant 
30 soin de congeler et conserver les fractions actives a -30°C entre chaque etape si 
necessaire. 

500 g d'un culot de centrifugation, lave par un tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 
a 10 % vfv de glycerol, d'une culture de £L pristinaespiralis SP92 recoltee en debut 
de phase de production des Pristinamycines sont repris par 1500 ml de tampon bis- 
35 tris-propane 50 mM pH 6,8 contenant 5 mM de DTT, 10 % v/v de glycerol et 
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0,2 mg/ml de lysozyme. La suspension ainsi obtenue est incubee pendant 45 min a 
27°C puis centrifugee a 50 000 g durant 1 heure. L'extrait brut ainsi recueilli est 
fractionne par precipitation au sulfate d'ammonium. La fraction proteique precipitant 
entre 40 et 75 % de saturation est dessalee sur une colonne de Sephadex G25 Fine 
5 puis injectee dans le tampon pH 6,8 bis-tris-propane 50 mM, DTT 5 mM, 10 % v/v 
de gjyc&ol sur une colonne (300 ml) de Q-Sepharose Fast Flow. Les proteines 
actives ne sont pas retenues sur la colonne et elles sont dessalees sur tine colonne de 
Sephadex G25 Fme puis reinjectees dans le tampon pH 8,2 Tris-HCl SO mM, DTT 
5 mM, 10 % v/v de glycerol sur une colonne (35 ml) de Q-Sepharose Fast Flow et 

10 eluees avec un gradient lineaire de KC1 (0 a 0,5M). Les fractions contenant 1'activite 
enzymatique (mises en evidence grace au premier test decrit a 1'exemple 5.6.1.A) 
sont regroupees, dessalees sur une colonne de Sephadex G25 Fine puis injectees dans 
le tampon pH 8,2 Tris-HCl 50 mM, DTT 5 mM, 10 % v/v de glycerol sur une 
colonne MonoQ HR 10/10, Les proteines retenues sont eluees directement par le 

15 meme tampon auquel on a ajoute 0,2 M de KC1. Elles sont recueillies dans un 
volume de 1 ml reinjecte immediatement sur une colonne de Superdex 75 HR 10/30 
eluee avec le tampon pH 6,8 bis-tris-propane SO mM, DTT 1 mM, 10 % v/v de 
glycerol. Les fractions contenant 1'activite recherchee (mises en evidence a partir de 
cette etape grace au test spectrophotometrique comme decrit k 1'exemple 5.6.1 A) 

20 sont rassemblees et le volume total du pool amene a 7 ml ; ces 7 ml sont injectes sur 
une colonne remplie de 8 ml de FMN agarose ; la colonne est lavee par le tampon 
pH 6,8 bis-tris-propane 50 mM, DTT 1 mM, 10 % v/v de glycerol, puis elufe avec 
le meme tampon contenant 10 |iM de FMN. Les fractions actives sont rassemblees, 
dessalees sur des colonnes PD-10 et injectees dans le tampon pH 8,2 tris-HCl 

25 50 mM, DTT 5 mM, 10 % v/v de glycerol sur une colonne MonoQ HR 5/5 et 61u6es 
avec un gradient Iin&aire de KC1 (0 a 0,25 M). 

Apres cette etape, l'enzyme est pure. En electrophorese PAGE-SDS une seule 
bande assez large apparait, centree a un poids moleculaire estime Sl 28 000, tandis 
qu'en chromatographic de permeation de gel Bio-Sil SEC 125 cette proteine forme 

30 un pic symetrique centre sur un poids moleculaire d'environ 30 000. 

Pour le sequengage, la proteine est dessalee sur colonne Vydac C4 de 25 cm 
eluee avec un gradient lineaire de 30 a 70 % d'acetonitrile dans Teau a 0,07 % d'acide 
trifluoroacetique. 
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Tableau: Purification de la FMN reductase 



Etapesde 
Purification 


* 

vol 
(ml) 


Proteines 
(me) 


Act Spe a »° 
(unites /mg) 


Rendement 
(%) 


— j 

racteuroe 
purification 


Extraitbrut 


1620 


5100 


0.004 a 


100 


1 


40-75 % S 


155 


2930 


0.005 a 


68 




Q-Seph. pH 6.8 


357 


180 


0.058 a 


49 


14 


Q-Seph. pH 8,2 


153 


15 


0.36 a 


25 


85 


MonoQHR 
10/10 


1.0 


8 


0,50 a 
4.4 b 


19 


120 


Superdex75 


15 


3.1 


7,4 b 


12 


200 


FMN-aparose 


7r5 


0.28 


96° 


14 


2600 


MonoQHR 
5/5 


3 V 0 


0,29 


68 b 


11 


1900 


Bio-Sil 125 


75 


0.18 


106 b 


10 


2900 



a: dosage couple a la Pristinamycine IIA synthase 
b: dosage spectrophotometrique 
5 Le facteur de purification est calcule d'aprSs I'augmentation de 1'activite 

specifique des fractions au cours de la purification. 

5.6.2. Realisation ^oligonucleotides a partir de la sequence proteique. 

Cet exernple decrit comment a partir des sequences NH^terminales et internes 
de la proteine FMN reductase, il est possible de synthetiser des oliginucleotides. 
10 La sequence NH^terminale de la FMN reductase a ete realisee par micro- 

s6quen§age comme decrit dans Texemple 5.1.2. Une trentaine de residus ont ete ainsi 
identifies. 

(Des sequences NH^terminales demarrant au 4eme et au ll&ne residus ont 
ete egalement trouvees dans 1'echantiilon sequence.) 
15 Deux sequences internes & la FMN reductase, de 13 et 21 acides amines, ont 

ete egalement identifiees, aprds hydrolyse trypsique et purification des fragments 
obtenus sur colo^ge Vydac C18. 

Sequence NHg-terminale de la proteine FMN reductase : 
(Cf residus 2 a 25 sur SEQ ID n° 7) 
20 1 5 10 15 20 25 

TGADDPARPAVGPOS FRDAMAOLA SPV 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



47 



Sequences inte rnes de la proteine FMN reductase : 
(Cf residus 102 a 122 sur SEQ ID n° 7) 
15 10 15 20 

FAflflEFA A WDGTGVPYLPDAK 

5 (ar6adusl49al61surSEQIDn 0 7) 
1 5 10 

TGDPAKPPLLWYR 

Apartir des regions soulignees dans chacune des sequences et en fonction de la 
degenerescence du code gen&ique specifique des Streptomyces (cf. Exemple 8), les 
10 melanges ^oligonucleotides suivanf. ont ete synthetises : 

Melange correspondant h la sequence NH^-terminale de la proteine FMN 



5 1 3' 
TTC CGC GAC GCC ATG GCC CAG CTC GC 
15 G G G G 

Melanges correspondant aux sequences internes de la proline FMN reductase : 
? 3' 
TTC GCC GGC GGC GAG TTC GCC GCC TGG GAC GGC ACC GG 
G G G G G G 

20 5' 3' 

GAC CCC GCC AAG CCC CCC CTG CTG TGG TAG CG 
G G G G C C 

5.6.3. Marquage des melanges ^oligonucleotides synthetiques et hybridation 
des banques d'ADN genomique de £L pristinaespiralis SP92. 



25 Cet exemple decrit comment des oligonucleotides specifiques d'un gene de 

biosynthese des pristinamycines peuvent etre marques radioactivement puis hybrides 
avec des membranes sur lesquelles l'ADN des banques genomiques de 
S, pristinaespiralis a et6 transfere. 

Le marquage des oligonucleotides est realise par transfert en position 5' 

30 terminate, du groupement [7- 32 P]phosphate de FATP marque, par la T4 
polynucleotide kinase, comme indique dans 5.1.3. 
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Environ 2 x 500 ng de chaque melange ^oligonucleotides ont ete ainsi 
marques au 32 P et ont ete utilises pour hybrider chacune des deux banques. 

L'hybridation des membranes de chaque banque a ete realisee comme indique 
dans Fexemple 5.13. 

5 5.6 .4. Isolement du cosmide pIBV4 et determination de la region contenant Ie 

gfene de structure de la FMN reductase fsnaC) . 

Le oosmide pIBV4 a ete isole d'un clone de la banque realisee dans la souche 
d *E.coIi HB101, ayant hybride avec les trois melanges ^oligonucleotides 
simultanement 

10 Ce cosmide a ete purifie comme decrit dans Fexemple 2. II contient un insert 

d'ADN genomique de & pnstinaespiralis SP92 dont la taille a ete estimee a 48 kb. 
Une cartographie (figure 7) a ete etablie a partir de digestions avec differentes 
enzymes de restriction, comme indique dans 5.1.4. 

Des hybridations en Southern de FADN de pIBV4 digere par differentes 

15 enzymes, avec les melanges ^oligonucleotides, ont permis d'identifier la region 
contenant snaC. le gene de structure de la FMN reductase. Les Southerns et les 
hybridations ont ete realises comme decrit dans l'exemple 5.1.4. 

Les resultats dliybridation ont permis de montrer que le cosmide pBBV4 
possedah un fragment BamH I -BamH I de 4 kb, contenant les sequences homologues 

20 aux sondes synthetisees dans Fexemple 5^3. 

5.7. Mise en evidence de la presence du gene de structure de la p- 
ammophenylalanine (phen vl-N) -methyl transferase sur le cosmide pIBV2. 

Get exemple illustre comment il est possible, a partir d'une proteine purifiee, 
d'identifier le gdne de structure correspondant parmi les genes deja analyses et 
25 sequences comme decrit a Fexemple 6.7 et 7.8, et egalement exprimes chez Rcoli 
comme decrit a Fexemple 11. 

5.7.1. Identification et purification de la proteine impliquee dans la 
methylation de la p-aminophenylalanine en p-dimethylaminophenylalanine. 

Cet exemple illustre comment la proteine responsable de la methylation de la 
30 p-aminophenylalanine en p-dimethylaminophenylalanine [la p-aminophenylalanine 
(phenyl-N)-methyltransf erase], peut etre purifiee jusqu'a homogeneite, a partir de la 
souche S. pristinaespiralis SP92 et comment on peut egalement Fobtenir pure a partir 
d'une souche recombinante de coli (exemple 11). 
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5.7.1.A Dosage de I'activite de methylation de la p-aminophenylalanine en p- 
methylaminophenylalanine et de I'activite de methylation de la p-methylamino- 
phenylalanine en p^iimethylaminophenylalanine. 

Cet exemple illustre le dosage de deux activites terminales de la biosynthSse de 
5 la p-dimethylaminoph6nylalanine, composant de pristinamycine LA Ces activites 
n ! ont jamais encore ete decrites et possedent la propriete remaiquable de n'etre 
exprimees que pendant la periode de production des pristinamycines. II s*agit de la 
methylation de la p-aminophenylalanine en p-methylaminophenylalanine 
(methylation 1), d'une part, et de la methylation de la p-methylaminophenylalanine 
10 en p^iimethylaminophenylalanine (methylation 2), ces deux activites utilisant la 
SAM comme donneur de groupement methyle (figure 14). 

Les fractions enzymatiques a doser (1 a 20 unites) sont incubees pendant 
30 mm a 27°C dans un volume total de 200 yl de tampon pH 6,8 bis-tris-propane 
50 mM contenant de la SAM (200 ^M) dont le groupement methyle est marque 
15 radioactivement avec Fisotope 14 de Fatome de carbone (2 Ci/mol), en presence de 
p-amino-L-phenylalanine (1 mM) pour le dosage de la methylation 1 ou de 
p-methylamino-L-phenylalanine (2,5 mM) pour le dosage de la methylation 2. 

La reaction est arretee par ajout de 16 pi d'acide chlorhydrique a 37 % puis de 
20 til d'heptanesulfonate de sodium & 240 g/L Apres centrifugation, 150 (il de 
20 surnageant sont injectes dans le systeme de CLHP en mode gradient suivant : 

- phase mobile : . eluant A = 1^ g dTieptanesulfonate de sodium + 2,5 ml 

d'acide acetique glacial + eau (qsp 1000 ml) 
eluant B = l^g d'heptanesulfonate de sodium + 2JS ml 
d'acide acetique glacial + 300 ml d'acetonitrile + eau 
25 (qsp 1000 ml) 

gradient : t (min) % B 

0 30 

16 30 

17 100 

30 20 100 

21 30 
25 30 

- phase stationnaire : colonne Nucleosil C18 5 \xm 150 x 4,6 mm 
(Machecey-Nagel) 



1 
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En sortie de coloime, les substrats et produits de la reaction enzymatique sont 
quantifies par absorption a 254 nm. Cette detection est couplee a une detection 
radiochimique en ligne au moyen d'un detecteur Berthold LB506 equipe dWe 
cellule a scintillation solide de type GT400-U4. Ceci permet de suivre 
5 specifiquement Incorporation de groupements methyles radioactifs dans les produits 
de la reaction. 

Lunite d'activite enzymatique pour la methylation 1 (pour la methylation 2) est 
definie comme la quantite d'enzyme necessaire pour incorporer 1 nmole de 
groupement methyle dans la p-aminophenylalanine (dans la p-methylamino- 
10 phenylalanine). 

5.7.I.B. Purification a partir de & pristinaespiralis SP92 de la N- 
methyltransf erase SAM-dependante catalysant la methylation de la p-aminophenyl- 
alanine en p-dim&thylaminophenylalanine [p-aminophenylalanine (ph6nyl-N)- 
methyltransf erase]. 

15 Cette experience illustre comment une enzyme de Si pristinaespiralis SP92 

intervenant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine IA peut etre purifiee. 

En utilisant le dosage decrit piecedemment dans 1'exemple 5.7.1.A, la 
purification de la N-methyltransf erase SAM-dependante est realisee comme decrit 
ci-dessous en prenant soin de congeler et conserver a -70°C les fractions actives 

20 entre chaque etape si necessaire. 

240 g d'un culot de centrifugation, lave par un tampon pH 72 phosphate 
100 mM, 1 mM PMSF, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 0,5M KC1, 10 % v/v de 
glycerol, d'une culture de S* pristinaespiralis SP92 recoltee en debut de phase de 
production des Pristinamycines sont repris dans 480 ml de tampon pH 8,0 Tris-HCl 

25 0,1 M contenant 4 mM DTE, 5 mM benzamidine, 0,2 mM Pef abloc, 100 |ig/l E-64, 
2 mg/1 leiq>eptine, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mg/1 STI, 2 mg/1 aprotinine, 20 % 
v/v glycerol et 2 mg/ml lysozyme, ce tampon etant maintenu a +4°C. La suspension 
ainsi obtenue est vigoureusement agitee a 4°C. Apres 30 min d'agitation, sont ajoutes 
0,2 mg/ml desoxyribonuclease I et 5 mM MgQ 2 - Apres 90 min d'agitation, l'extrait 

30 est centrifuge pendant 1 heure a 50 000 g. Le surnageant est reparti en 3 fractions 
d'environ 180 ml. Chacune est dessalee par permeation de gel sur une colonne de 
500 ml de Sephadex G 25 Fine equilibree au debit naturel dans un tampon pH 6,8 
bis-tris 20 mM, contenant 4 mM DTE, 5 mM benzamidine, 0,2 mM Pefabloc, 
100 jzg/1 E-64, 2 mg/1 leupeptine, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mg/I STI, 2 mg/1 

35 aprotinine, 20 % v/v glycerol. L'eluat proteique est alors chromatographie (400 mg 
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de proteine a chaque cycle) sur une colonne MonoQ HR 16/10 a un debit de 
6 ml/min avec un gradient lineaire croissant de chlorure de sodium ( 0 a 0,3 M) dans 
un tampon pH 6,8 bis-tris 20 mM, contenant 4 mM DTE, 2 mM benzamidine, 
100pg/l E-64, 2 mg/1 leupeptine, 20 % v/v glycerol. A la sortie de la colonne, les 
5 fractions sont completees par 10 % v/v de tampon pH 6,8 bis-tris 20 mM, contenant 

4 mM DTE, 30 mM benzamidine, 2mM Pefabloc, 100 [xgfl E-64, 2 mg/1 leupeptine, 

5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 10 mg/1 STT, 10 mg/1 aprotinine, 20 % v/v glycerol. 
Dans ces conditions, les deux activites de methylation (1 et 2) sont detectees de 
fa§on identique dans les fractions d'exclusion et les premieres fractions dilution, Ces 

10 fractions sont regroupees, concentrees par ultrafiltration sur CentriPrep 10. Ce 
concentrat est amene a 0,85 M de sulfate d'ammonium puis chromatographic (20 a 
80 mg a chaque cycle) sur une colonne Fhenyl-Superose HR 10/10 a un debit de 
1 ml/min avec un gradient lineaire decroissant de sulfate d'ammonium (0,85 a 0 M) 
dans un tampon pH 6,8 bis-tris 50 mM, contenant 4 mM DTE, 2 mM benzamidine, 

15 100 ng/1 E-64, 2 mg/1 leupeptine, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 % v/v glycerol. A 
la sortie de la colonne, les fractions sont completees par 10 % v/v de tampon pH 6,8 
bis-tris 50 mM, contenant 4 mM DTE, 30 mM benzamidine, 2mM Pefabloc, 
100 jxg/I E-64, 2 mg/1 leupeptine, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mg/1 STT, 10 mg/1 
aprotinine, 10 % v/v glycerol. Dans ces conditions, les deux activites de methylation 

20 (1 et 2) sont detectees de fagon identique dans les fractions d'elution correspondant a 
environ 0,15 M sulfate d'ammonium. Ces fractions sont regroupees, concentrees par 
ultrafiltration sur Centricon 10, dessalees sur colonnes PD-10 6quilibr£es dans un 
tampon pH 8,2 (a 5°C) Tris 50 mM, contenant 4 mM DTE, 2 mM benzamidine, 
100|ig/l E-64, 2 mg/1 leupeptine, 20 % v/v glycerol, puis chromatographiees 

25 (environ 10 mg & chaque cycle) sur colonne MonoQ HR 5/5 equilibrSe dans le meme 
tampon a un debit de 1 ml/min. Dans ces conditions, les deux activites ne sont pas 
retenues sur la colonne. A la sortie de la colonne, les fractions d'exclusion contenant 
done ces deux activites sont completees par 10 % v/v de tampon pH 8,2 Tris 50 mM, 
contenant 4 mM DTE, 30 mM benzamidine, 2 mM Pefabloc, 100 (ig/1 E-64, 2 mg/1 

30 leupeptine, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 20 % v/v glyc&ol. Ces fractions sont alors 
concentrees par ultrafiltration sur Centricon 10 puis chromatographiees sur colonne 
TSK G2000 SW 300 x 7,5 mm 10 jun equilibree a un debit de 0,5 ml/min dans un 
tampon pH 7,0 Hepes 50 mM, contenant 4 mM DTE, 0.2 mM Pefabloc, 1 mM 
EDTA, 1 mM EGTA, 10 % v/v glycerol, 0.15 M chlorure de sodium. Les deux 

35 activites co-eluent dans cette technique a un temps de retention correspondant a un 
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poids moleculaire proche de 30 000. Apres cette etape, une proteine majoritaire est 
visible en SDS-PAGE. Elle se situe aux environs de 32 000. ; 



Tableau : Purification de Fenzyme de methylation de la p-aminophenylalanine 

en pKUm6thylaminophenylalanine. 



Etapesde 


vol. 
(ml) 


Proteines 
(me) 


ActSp6 
(unites a /mg) 


Rendement 
(%) 


Facteurde 
purification 


Extraitbrut 


510 


1800 


29 






G25Fine 


560 


1560 


34 


102 


1.17 


MonoOHR 16/10 


670 


82 


430 


67 


14.8 


Ph&nvl-Superase 


10 


3.48 


6300 


42 


217 


MonoO HR5/5 


7 


0.88 


17200 


29 


593 


TSK G2000 


0.8 


0.113 


40300 


8.7 


1390 



a n s*agit des unites tfactivite enzymatique pour la methylation 1. A chaque 
etape la valeur des unites d'activite enzymatique pour la methylation 2 etait egale a 
120 % de celle des unites pour la methylation 1. 

Le facteur de purification est calcule d'apres Faugmentation de Factivite 
10 sp6cifique des fractions au cours de la purification* 

5.7.1.C Purification & partir de IL £QH::pVRC706 de la proteine recombinante 
de & pristinaespiralis SP92 presentant Factivite N-methyltransferase SAM- 
dependante catalysant la m6thylation de la p-aminophenylalanine en p-dimethyl- 
aminophenylalanine. 

15 Cette experience illustre comment une enzyme de £L prisinaespiralis SP92 

intervenant dans la voie de biosynthese de la Pristinamycine IA et exprimee chez 
E. coli par clonage du gene papM peut etre purifiee. 

En utilisant le dosage decrit prScedemment dans Fexemple 5.7.I.A., nous 
avons montre que les extraits bruts de la souche recombinante Em. £Qli::pVRC706 

20 presentent une forte activite pour la methylation 1 et pour la methylation 2, alors que 
dans la souche & fiQli temoin (pMTL23) aucune de ces deux activites n'a 6te 
detectee. La purification de la p-aminophenylalanine (phenyl-N)-methyltransf erase 
SAM-dependante catalysant la methylation de la p-aminophenylalanine en 
p-dimethylaminophenylalanine a ete alors realisee. 

25 Dans les memes conditions que celles decrites dans Fexemple 5.7.I.B., excepte 

une etape de chromatographic qui a ete supprimee (Fetape de purification sur MonoQ 
HR 5/5), nous avons purifie a homogeneite une proteine qui presente un poids 
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moleculaire en chromatographic sur colonne TSK G2000 et en SDS-PAGE identique 
a cehii presente par la proteine purifiee dans l'exemple 5.7.LB. 

Tableau : Purification de 1'enzyme de methylation de la p-aminophenylalanine 
en p-dim£thylaminoph6nylaIanine a partir de la souche JL coli::pVRC706. 

5 



Etapede 


voL 
(ml) 


Prolines 
(mri 


Act Sp6 

(unites a /mg) 


Rendement 


Facteur de 
purification 


Purification 


(%) 


Extrait brut 


15 


190 


235 






G25Ftne 


22 


175 


231 


91 


1 


MonoOHR16/10 


24 


13.4 


2100 


63 


8.9 


Ph&iyl-Superose 


3.0 


0,39 


35500 


31 


145 


TSK G2000 


0,8 


0,092 


45200 


9,3 


192 



a II s*agit des unites d'activite enzymatique pour la methylation 1. A chaque 
etape la valeur des unites d'activite enzymatique pour la methylation 2 etait egale & 
120 % de celle des unites pour la methylation 1. 

Le facteur de purification est calcule d'apres 1'augmentation de l'activite 
10 specifique des fractions au cours de la purification. 

5*7.2. Identification du gene de structure de la p-aminophenylalanine (ph&ryl- 
N)-m§thyltransferase. 

La sequence NH 2 -terminale de la proteine de 32 000 purifiee a l'exemple 
5.7.I.B. a 6te determin6e par microsgquengage comme decrit dans l'exemple 5.1.2. 
15 Une dizaine de r€sidus ont ete ainsi determines : 

TAAAPTLAQA 

La sequence NH^terminale de la proteine de 32 000 purifiee a l'exemple 
5.7.1.C a €t£ determinee par lrucrosequengage comme decrit dans l'exemple 5.1.2. 
Une dizaine de residus ont ete ainsi determines : 

20 TAAAPTLAQA 

II s'agit dans les deux cas des memes residus et cette sequence correspond 
exactement au debut de la sequence proteique qui est deduite de la sequence du gene 
papM f r£ residus 2 a 11 sur SEQ ID n° 10). La p-aminophenylalanine (phenyl-N)- 
methyltransf erase purifiee est done la proteine PapM. 
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EXEMPLE 6 : Sous clonage des fragments d'ADN clones dans des 
cosmides tels que prepares dans I'exemple 3 et contenant les genes d'interet 

Cet exemple illustre comment a partir des cosmides construits comme decrit a 
rexemple 3 et contenant des genes de biosynthese des Pristinamycines II ou des 
5 Pristinamycines I, il est possible de sous doner des fragments d'ADN contenant ces 
genes. 

Ces sous clonages ont ete effectues afin de pouvoir realiser ulterieurement la 
sequence nucleique des genes identifies ainsi que les differentes constructions 
presentees dans les exemples suivants. 

10 6,1. Isolement du fragment EteoRI-Bglll de 5.5 kb contenant le gene de 

structure de l'acide 3-hydroxvpicolinique-AMP ligase. 

Cet exemple decrit comment a partir du cosmide pIBV2, contenant le gene de 
structure de l'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase, il est possible de sous doner 
un fragment d'ADN de taille inferieure, contenant ce gene. 

15 Environ 10 (ig du cosmide pIBV2 ont ete coupes successivement par les 

enzymes de restriction Bgin et EcqRI (New England Biolabs) dans les conditions 
preconisees par le foumisseur. Les fragments de restrictions ainsi obtemis ont 6te 
separes par electrophorese sur gel d'agarose a 0.8 % et le fragment Bgl ll-EcQRI de 
5,5 kb a ete isol§ par electrocution comme decrit dans Maniatis st aL (1989). 

20 Environ 100 ng de pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985) coupes par EamHI et 

EcoRI ont ete ligues avec 200 ng du fragment B gH I-EcoRI de 5,5 kb, dans les 
conditions decrites dans I'exemple 3.3. 

Apres transformation de la souche TGI et selection des transformants sur 
milieu LB solide contenant 150 pg/ml d'ampicilline et 20 pg/ml de X-gal, selon la 

25 technique decrite par Maniatis st al. (1989), un clone portant le fragment souhaite a 
ete isole. Le plasmide recombinant a ete nomme pVRC402. Sa carte de restriction 
est presentee dans la figure 15(A). II a ete montre par hybridation, dans I'exemple 
5.2., que le fragment EcoRI-Bgin de 5,5 kb, contient le gene de structure de l'acide 
3-hydroxypicolinique-AMP ligase de & pristinaespiralis SP92. Le plasmide 

30 pVRC402 contient done le gene de structure de l'acide 3-hydroxypicolinique-AMP 
ligase de & pristinaespiralis SP92. 
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6. 2. Isolement dW fragment Bglll-Bglll de 4.6 kb a partir du co smide pIBV2. 

Cet exemple decrit comment a partir du cosmide pEBV2, il est possible de sous 
doner un fragment d'ADN de taille inferieure, dans le but ^identifier dans les 
regions adjacentes au gene de structure de l'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase, 
5 la presence d'autres genes impliques dans la biosynthese des Pristinamycines L 

Les diff&entes Stapes de clonage ont ete realisees comme decrit plus haut 

Environ 10 \ig du cosmide pIBV2 ont 6te coupes par BglH Les fragments de 
restrictions ainsi obtenus ont 6t6 separes par electrophorese sur gel d'agarose & 0.8 % 
et le fragment Bglll-Bglll de 4.6 kb a 6t6 isol6 par 61ectroelutiorL 
10 Environ 100 ng de pUC19 coupes par BamH I ont 6te ligues avec 200 ng du 

fragment B gll l-Bglll 

Un clone portant le fragment souhaite a ete isole aprfis transformation de la 
souche TGI comme decrit dans Texemple 6.1. Le plasmide recombinant a 6te 
nomm6 pVRCSOl. Sa carte de restriction est presentee dans la figure 15(B). 

15 6.3. Isolement du fragment BamHI-BamHI de 6 kb contenant les genes de 

structure des deux sous-unites de la Pristinamvcine IIA synthase. 

Cet exemple decrit comment a partir du cosmide pIBVl, il est possible de sous 
doner un fragment d'ADN de taille inferieure, contenant les g&ies de structure des 
deux sous-unites de la Pristinamycine HA-synthase. 
20 Les differentes Stapes de clonage ont ete i£alis£es comme decrit plus haut 

Environ 10 ng du cosmide pIBVl ont ete coupes par BamH L Les fragments de 
restrictions ainsi obtenus ont ete separes par electrophorese sur gel d'agarose a 0.8 % 
et le fragment BamH I de 6 kb a ete isole par electrocution. 

Environ 100 ng de pBKS" (Stratagene Cloning Systems, La Jolla Calif ornie) 
25 coupes par BamHI, ont ete ligues avec 200 ng du fragment BamH I de 6 kb. 

Un clone portant le fragment souhaite a ete isole apr&s transformation de la 
souche TGI. Le plasmide recombinant a ete nomme pXL2045. Sa carte de 
restriction est presentee dans la figure 16. II a 6te montr6 par hybridation, dans 
l'exemple 5.1, que le fragment BamH I de 6 kb, contient les genes snaA et snaB. 
30 codant pour les deux sous unites de la Pristinamycine IIA-synthase de 
S. pristinaespiralis SP92. Le plasmide pXL2045 contient done les genes snaA et 
snaB. codant pour les deux sous unites de la Pristinamycine IIA-synthase de 
£L pristinaespiralis SP92. 
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6.4. Lsolement du fragment SphI de 6.2 kb contenant une partie dti gene de 
structure de la Pristinamvcme I synthase II. 

Cet exemple decrit comment a partir du cosmide pIBV3 f il est possible de sous 
doner un fragment d'ADN de taille inferieure, contenant une partie du gene de 
structure de la Pristinamycine I synthase IL 

Les differentes etapes de clonage ont ete realisees comme decrit plus haut 
Environ 10 |ig du cosmide pBBV3 ont ete coupes par SphI Les fragm ents de 
restrictions ainsi obtenus ont ete separes sur gel d'agarose 0.8 % et Ie fragment SphI 
de 6,2 kb a ete isole par la technique du kit "Geneclean" commercialise par la societe 
BiolOl-Ozyme. 

Environ 100 ng de pUC19 coupes par SphI ont ete ligues avec 200 ng du 
fragment SphI de 6,2 kb. 

Un clone portant le fragment souhaite a ete isole apres transformation de la 
souche TGI. Le plasmide recombinant a ete nomme pVRCHOS. Sa carte de 
restriction est presentee dans la figure 17. 

6.5. Lsolement du fragment SphI de 8.4 kb contenant une partie du gene de 
structure de la Pristinamvcme I synthase III 

Cet exemple decrit comment a partir du cosmide pIBV3, il est possible de sous 
doner un fragment d'ADN de taille inferieure, contenant une partie du gene de 
20 structure de la Pristinamycine I synthase IIL 

Les differentes etapes de clonage ont ete realisees comme decrit plus haut 
Environ 10 [ig du cosmide pIBV3 ont ete coupes par Sph I. Les fragments de 
restrictions ainsi obtenus ont ete separes sur gel d'agarose 0.8 % et le fragment SphI 
de 8,4 kb a et6 isole par la technique du kit "Geneclean 11 commercialism par la society 
25 BiolOl-Cteyme. 

Environ 100 ng de pUC19 coupfa par Sph I ont ete ligues avec 200 ng du 
fragment SphI de 8,4 kb. 

Un clone portant le fragment souhaite a ete isole apres transformation de la 
souche TGI. Le plasmide recombinant a ete nomme pVRC1106. Sa carte de 
SO restriction est presentee dans la figure 18. 
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6.6. Isolement du fra gment SphI de 6.6 kb contenant une partie du gene de 
structure de la Pristinamvcine I synthase IV. 

Cet example decrit comment a partir du cosmide pIBV3, il est possible de sous 
doner un fragment d'ADN de taille inferieure, contenant une partie du gene de 
5 structure de la Pristinamycine I synthase IV. 

Les diff Rentes etapes de clonage ont ete realisees comme decrit plus haut 

Environ 10 jig du cosmide pIBV3 ont §te coupes par Sph L Les fragments de 
restrictions ainsi obtenus ont 6te separ6s sur gel d'agarose 0.8 % et le fragment SphI 
de 6,6 kb a ete isole par la technique du kit "Geneclean" commercialise par la societe 
10 BiolOl-Ozyme. 

Environ 100 ng de pUC19 coupes par SphI ont ete ligues avec 200 ng du 
fragment SphI de 6,6 kb . 

Un clone portant le fragment souhaite a ete isole apres transformation de la 
souche TGI. Le plasmide recombinant a ete nomme pVRC1104. Sa carte de 
15 restriction est presentee dans la figure 19. 

6.7. Isolement du fragment Hindm-Hindm de 17 kb contenant le cosmide 
pHC79 et portant les genes situes en amont de I'acide 3-h vdroxvpicolinique-AMP 
lipase fPristinamycine I synthase I). 

Cet exemple decrit comment & partir du cosmide pIBV2, contenant le gene de 
20 structure de I'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase, il est possible de deleter une 
grande partie de ce cosmide pour ne garder que la partie situ6e en amont de I'acide 
3-hydroxypicolinique-AMP ligase. 

Environ 200 ng du cosmide pIBV2 ont ete coupes par l'enzyme de restriction 
Hindni. L'enzyme a ete denature 30 min a 85°C, comme preconise par le 
25 foumisseur. Le cosmide pIBV2 ainsi digere a ete precipite a l'ethanol comme decrit 
dans Maniatis fit fll (1989) et religuature sur lui-meme dans un volume de 50 

Apres transformation de la souche TGI et selection des transformants sur LB 
solide + 150 |ig/ml d'ampicilline selon la technique decrite par Maniatis fit aL (1989), 
un clone contenant le cosmide pHC79 et la partie situee en amont de I'acide 
30 3-hydroxypicolinique-AMP ligase ft'ensemble correspondant a une taille d'environ 
17 kb) a ete isole. Le plasmide recombinant a ete nomme pVRC900. Sa carte de 
restriction est presentee dans la figure 20. 
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6.8. Isolement du fragment BamHI-SstI de 1.5 kb issu du cosmide pIBV3. 
Cet exemple decrit comment a partir du cosmide pDBV3, contenant le g£ne 
SnaA codant pour la grande sous-unite de la PIIA synthase, il est possible de sous- 
cloner un fragment d'ADN situe en amont pour Tetudier et le sequencer. - 
5 Environ 10 \ig du cosmide pIBV3 ont ete coupes successivement par les 

enzymes de restriction SstI et BamHL Les fragments de restrictions ainsi obtenus ont 
ete separes sur gel tfagarose 0.8 % et le fragment BamH I-SstI de 1,5 kb a 6te isole 
par la technique du kit "Geneclean" commercialise par la societe BiolOl-Ozyme. 

Environ 100 ng du plasmide pDH5 (Hilleman sL si 1991) coupes par BamHI et 
10 SstI ont ete ligues avec 200 ng du fragment BamH I-SstL dans les conditions decrites 
dans l'exemple 3.3. 

Apres transformation de la souche TGI et selection des transformants sur LB 
solide + 150 pg/ml d'ampicilline + X-gal, selon la technique decrite par Maniatis £t 
al. (1989), un clone portant le fragment souhaite a ete isoI6. Le plasmide 
15 recombinant a ete nomme pVRClOOO. Sa carte de restriction est presentee dans la 
figure 21. 

6.9. Isolement du fragment BamHI-BamHI de 4 kb contenant le gfene de 
structure de la FMN reductase. 

Cet exemple decrit comment & partir du cosmide pIBV4, contenant le ggne de 
20 structure de la FMN reductase (snaC) . il est possible de sous-cloner un fragment 
d'ADN de taille inferieure, contenant ce gene. 

Les differentes etapes de clonage ont ete realisees comme decrit plus haul 
Environ 10 |ig du cosmide pIBV4 ont ete coupes par l'enzyme de restriction 
BaffiHL Les fragments de restrictions ainsi obtenus ont ete separes sur gel d'agarose 
25 0.8 % et le fragment BamHI -BamH I de 4 kb a ete isote par electroelution. 

Environ 100 ng de pUC19 coupes par BamH I ont ete ligues avec 200 ng du 
fragment BamH I -BamH I de 4 kb. 

Apres transformation de la souche E.coli DH5a (supE44 DlacU169 
(f801acZDM15) hsdR17 ezAI endAl gjiA96 M-l KlAl) (Hanahan, 1983) et 
30 selection des transformants sur LB solide + 150 [xg/ml d'ampicilline + X-gal, selon la 
technique decrite par Maniatis £t si* (1989), un clone portant le fragment souhaite a 
ete isole. Le plasmide recombinant a ete nomme pVRC509. Sa carte de restriction 
est presentee dans la figure 22. 
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EXEMPLE 7 : Sequence des fragments d'ADN isoles contenant les genes 
de biosynthese des Pristinamycines de & pristinaespiralis SP92. 

Get exemple illustre le sequengage de fragments d'ADN portant d'une part des 
genes impliques dans la biosynthese des Pristinamycines de la famille des 
5 Pristinamycines I et d'autre part des genes impliques dans la biosynthese des 
Pristinamycines de la famille des Pristinamycines II de la souche S- pristinaespiralis , 

7.1. Sequeny age dW fragment BamHI-XhoI de 5 kb. 

Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique d'un fragment 
contenant les genes snaA et snaB de £. pristinaespiralis SP92 peut etre obtenue. 

Le fragment BamHI-2fllQl fait partie du fragment Bam HI -BamH I de 6 kb qui a 
6t6 clonS dans le phasmide pBKS- pour donner le plasmide pXL2045 decrit dans 
rexemple 6.3. Des sous-fragments de cet insert BamHI-XhoI de 5 kb ont ensuite ete 
obtenus par digestion enzymatique puis sous-clones dans les phages M13mpl8 ou 
M13mpl9 (Messing £t^L 1981) dans les deux orientations. Les sites de sous-clonage 
utilises sont les suivants : JSsqRI, EstI, EsA Nru L EcoRI. Nrul . Notl . gall, Ssft 
XhoL Sail et Xho l et sont represents sur la figure 16. 

Ces differents inserts ont 6te sequences par la methode de reaction de 
terminaison de chaine en utilisant comme amorce de synthase le primer universel 
(Maniatis & aL 1989) ou des oligonucleotides synthetises (comme il est decrit dans 
Texemple 5), et complementaires d'une sequence de 20 nucleotides de l'insert a 
sequencer. 

Le recouvrement entre ces differents inserts a permis d'etablir la sequence 
nucleotidique totale sur les deux hrins du fragment BamH I -XhoI qui comprend 5392 
pb (SEQ ID n° 1). 

7. 2. S6ouencage d'une r&pon de 1870 bp du fragment EcoRI-B glll de 5.5 kb. 
Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique d'un fragment 
contenant le gene snbA de fi. pristinaespiralis SP92 peut etre obtenue. 

La region de 1870 pb sequencee fait partie du fragment EcoR I-Bgin de 5,5 kb 
qui a ete clone dans le plasmide pUC19 pour donner le plasmide pVRC402 decrit 
dans Texemple 6 (figure 15(A). Des sous-fragments de l'insert EcoRI-B gin de 5,5 kb 
ont ete obtenus par coupure enzymatique puis sous-clones dans des phages 
M13mpl8 ou M13mpl9 dans les deux orientations. Les sites de sous-clonage sont 
Hindni, EstI et Hindi n et sont representes sur la figure 15(A). 
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Le recouvrement entre ces fragments a permis d'etablir la sequence totale de la 
region Sau3A-Sau3A qui comprend 1870 pb (SEQ ID n° 5). 

7.3. Seq uence d'une region de 1830 pb dans le fragment Bglll-Bglll de 4.6 kb. 
Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique dW fragment 

5 adjacent & celui qui contient le g&ie snbA de S- pristinaespiralis SP92 peut etre 
obtenue. 

Cette sequence a ete realisee par sous-clonage des fragments BamH I-PstI de 1 
kb et Pstl-EcoRI de 2,1 kb (figure 15(B)) a partir du pVRCSOl (Exemple 6) dans les 
vecteurs M13mpl8 et Ml,3mpl9. Le site Pst I a ete traverse par sous-clonage dhm 
10 fragment Sau3 A -Sau 3A de 423 pb chevauchant ce site, puis sequengage. La 
sequence de 1830 pb ainsi obtenue est representee sur la (SEQ ID n° 6). 

7.4. Sequenyage de deux regions de 227 pb et 247 pb du fragment SphI de 6.2 

Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique de fragments 
15 contenant une partie du gene de structure de la Pristinamycine I synthase II fenbC) 
de £. pristinaespiralis peut etre obtenue. 

Les regions de 227 et 247 pb sequencees font parties du fragment SphI de 
6.2 kb qui a ete clone dans le plasmide pUC19 pour donner le plasmide pVRC1105 
decrit dans l'exemple 6.4, (figure 17). Des sous-fragments de l'insert SphI de 6.2 kb 
20 ont ete obtenus par coupure enzymatique puis sous-clones dans des phages 
M13mpl8 ou M13mpl9 dans les deux orientations. Les sites de sous-clonage sont 
XhoL PstI et Bgin et sont representes sur la figure 17. Le fragment Pstl-Bglll de 
227 pb a ete entierement sequence, et 247 pb ont ete sequencees & partir du fragment 
Xhol de 900 pb : ces sequences sont presentees sur les SEQ ID n° 11 et 12. 

25 7.5. Sequengage de deux regions de 192 pb et 474 pb du fragment SphI de 8.4 

Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique de fragments 
contenant des parties du gene de structure de la Pristinamycine I Synthase m fsnbD) 
de S. pristinaespiralis peut etre obtenue. 
30 Les regions de 192 et 474 pb sequencees font parties du fragment SphI de 

8,4 kb qui a ete clone dans le plasmide pUC19 pour donner le plasmide pVRC1106 
decrit dans l'exemple 6.5. (figure 18). Des sous-fragments de l'insert SphI de 8,4 kb 
ont ete obtenus par coupure enzymatique puis sous-clones dans des phages 
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M13mpl8 ou M13mpl9 dans les deux orientations. Les sites de sous-clonage sont 
XhaHf fistf. 3j2hl et Egin et sont representes sur la figure 18. 

Les fragment Bglll -Sph l de 192 pb et Pstl-Xhol de 474 pb ont ete entierement 
sequences : ces sequences sont presentees sur les SEQ ID n° 13 et 14. 

5 7,6, Seouencage de deux regions de 485 pb et 291 pb du fragment SphY de 6.6 

Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique de fragments 
contenant des parties du gene de structure de la Pristinamycine I synthase IV (snbE) 
de S- pristinaespiralis peut etre obtenue. 

10 Les regions de 2^1 et 485 pb sequencees font parties du fragment gphl de 

6.6 kb qui a ete clone dans le plasmide pUC19 pour donner le plasmide pVRC1104 
decrit dans 1'exemple 6.6 (figure 19). Des sous-fragments de l'insert SphI de 6.6 kb 
ont ete obtenus par coupure enzymatique puis sous-clones dans des phages 
M13mpl8 ou M13mpl9 dans les deux orientations. Les sites de sous-clonage sont 

15 2QlQj» Esfl et SeW et sont representes sur la figure 19. Le fragment XhoI -SphI de 
485 pbaete entierement sequence, et 291 pb ont ete sequencees a partir du fragment 
Esff de 1500 pb : ces sequences sont presentees sur les SEQ ID n° 15 et 16. 

7.7. Sequence dhme reg ion de 645 pb dans un fragment Xhol-Xhol de 3.4 kb 
isotedepVRCTOO. 

20 Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique d*un fragment situe en 

amont de celui qui contient le g&ie snbA de £. pristinaespiralis peut etre obtenue. 

Pour realiser cette sequence, un fragment Xhol-Xho l de 3,4 kb a ete 
prfetlablement sous-clon6 dans le vecteur pUC18, a partir du vecteur pVRC900 
decrit en 6.7. Les differentes &tapes de clonage ont ete realis6es comme decrit en 

25 6.1.: le plasmide pVRC900 a ete digere par l'enzyme de restriction Xhol et les 
fragments ainsi obtenus ont ete separes sur gel d'agarose 0.8 %. Le Fragment Xhol - 
Xho l de 3,4 kb a ete purifie par electroelution et a ete ligue avec du pUC18 coupe 
par r^izyme de restriction Sail . Apres transformation dans TGI, un clone portant le 
fragment Xhol-Xho l de 3,4 kb a ete isole. Le plasmide recombinant a ete appele 

30 pVRC903. Sa carte de restriction est presentee figure 23. 

La sequence de 645 pb a ete ensuite realisee par sous-clonage des fragments 
EsmH-EcqRI de 1,4 kb et PvuH-EcoRI de 0.9 kb (figure 23) a partir du pVRC903 
dgcrit ci-dessus, dans les vecteurs M13mpl8 et M13mpl9. Pour realiser ces 
clonages, les vecteurs M13mpl8 et M13mpl9 ont ete digeres en premier lieu par 
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1'enzyme de restriction BamHI: les extremites cohesives ainsi liberies ont ete 
remplies par le grand fragment de la DNA polymerase I (Klenow : New england 
Biolabs), selon la technique d&rite par Maniatis st fll (1989), de maniere a generer 
des extremites franches compatibles avec les extremites liberees par la digestion 
5 PvuIL les vecteurs ont 6t6 ensuite digeres par Penzyme de restriction EcoR L Le site 
PvuI I a ete traverse par sous-clonage d'un fragment Pstl-PstI de 2,2 kb, isol§ du 
pVRC903, chevauchant ce site. La sequence de 645 pb ainsi obtenue est representee 
surlaSEQIDn 0 9. 

7.8. Sequence d'une region de 1050 pb dans un fr agment Pstl-PstI de 4.1 kb 
10 isoledepVRC900. 

Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique d'un fragment situe en 
amont de celui qui contient le gene snbA de £. pristinaespiralis peut etre obtenue. 

Pour realiser cette sequence, un fragment Ektf-Esll de 4,1 kb a ete 
prealablement sous-clone dans le vecteur pUC19, a partir du vecteur pVRC900 

15 deait en 6-7. Les differentes etepes de clonage ont ete realisees comme dgcrit en 
6-1. Le plasmide pVRC900 a ete digere par 1'enzyme de restriction EstI et les 
fragments ainsi obtenus ont ete separes sur gel d'agarose 0.8 %. Le Fragment EstJ- 
Pstl de 4,1 kb a ete purifie par 61ectroelution et a ete ligue avec du pUC19 coupe par 
1'enzyme de restriction PstI Apres transformation dans TGI, un clone portant le 

20 fragment fetl-Pst! de 4,1 kb a &e isole. Le plasmide recombinant a ete appete 
pVRC409. Sa carte de restriction est presentee figure 24. 

Cette sequence a ete ensuite realisee par sous-clonage des fragments Xhol - 
Xhol de 0.7 kb et XhoI -StuI de 1 kb (figure 24) a partir du pVRC409 decrit 
ci-dessus, dans les vecteurs M13mpl8 et M13mpl9. Le site Xhol interne & la 

25 sequence a 6te traverse par sequengage sur double brin a partir du plasmide 
pVRC409. La sequence de 1050 pb ainsi obtenue est representee sur la SEQ ID 
n°10. 

7.9. Sequence d'une region de 640 pb dans le fragment BamHI-SstI de 1 .5 kb. 
Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique d'un fragment 

30 adjacent a celui qui contient les genes snaA et snaB de £. pristinaespiralis codant 
pour les deux sous-unites de la PDA synthase peut etre obtenue. 

Cette sequence a ete realisee par sous-clonage du fragment Bam HI-SstI de 
1.5 kb (figure 21) k partir du pVRClOOO (Exemple 6.8) dans les vecteurs M13mpl8 
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et M13mpl9 (cf exemple 7.1). La sequence de 640 pb obtenue est representee sur la 
SEQ ID n° 8. 

7.10. Seguenyage de la region Xhol-Kpnl de 694 bp presente dans lg fragment 
BamHI-BamHT rfe 4 Vh 

5 Cet exemple illustre comment la sequence nucleotidique d'un fragment 

contenant le gene snaC de S- pristinaespiralis peut etre obtenue* 

La region de 694 pb sequencee fait partie du fragment BamH I -BamH I de4kb 
qui a ete clone dans le plasmide pUC19 pour doimer le plasmide pVRC509 deceit 
dans l'exemple 6.9. Un fragment Xhol-Kpn l de 694 pb, obtenu par double digestion 
10 du plasmide pVRC509 avec les enzymes de restriction Xho l et Kpnl et hybridant 
avec les 3 sondes oligonucleotidiques decrites en 5.6., a ete clone dans les phages 
M13mpl8 et M13mpl9. Les sites de sous-clonage Xho l et Kpnl sont representes sur 
la figure 22. 

La sequence du fragment de 694 pb ainsi obtenue est presentee SEQ ID n° 7. 

15 EXEMPLE 8: Analyse des sequences nucleotidiques par determination 

des phases ouvertes. 

Cet exemple illustre comment il est possible da determiner les phases ouvertes 
de lecture presentes dans les sequences nucleotidiques definies a l'exemple 7, et 
d'identifier des genes impliques dans la biosynthdse des Pristinamycines I et des 
20 Pristinamycines II de S. pristinaespiralis SP92 ainsi que les polypeptides codes par 
ces genes. 

8.L Fragment Ba mHI-XhoI de 5 kb fpXL2Q45). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
de lecture presentes au sein du fragment BamHI-XhoI de 5 kb precedemment iso!6 et 

25 sequence comme il est decrit dans les exemples 6 et 7. 

Nous avons recherche la presence de phases ouvertes de lecture au sein du 
fragment Bam HI -Xho I de 5 kb en utilisant le fait que l'ADN des Streptomvces 
presente un haut pourcentage en bases G et C ainsi qu*un fort biais dans 1'usage des 
codons qui composent les phases codantes (Bibb £t 1984). La methode de Staden 

30 et McLachlan (1982) permet de calculer la probabilite des phases codantes en 
fonction de Tusage des codons de genes de Streptomvces deja sequences et 
rassembles dans un fichier contenant 19673 codons obtenu a partir du serveur 
informatique BISANCE (Dessengt^L 1990). 
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Cette methode a permis de caracteriser au sein du fragment Bam HI-XhoI de 
5 kb, quatre phases ouvertes de lecture fortement probables qui sont representees 
dans le tableau suivant Elles sont nommees phases 1 a 4 d'apres leur position a partir 
du site BamH L Pour chacune, on a indique leur longueur en bases, leur position au 
5 sein du fragment (le site Bam HI etant situe a la position 1) ainsi que le poids 
moleculaire en kDa de la proteine correspondante. Les phases 1, 3 et 4 sont cod£es 
par le meme brin et la phase 2 par le brin complementaire (figure 16). 



Num&o de 
la phase et 
nomdu 
gene 


Position 


nombre de 
nucleotides 


nombre 
d'acides 
amines 


PM en kDa de 
la proteine 
oodee 


1 (snaA) 


48-1313 


1266 


422 


46.5 


2 


2530- 


1203 


401 






1328 








.3 (snaB) 


(inv) 


831 


277 


29 




2692- 








4 (samS) 


3522 


1206 


402 


43 




3558- 










4763 









- Les phases 1 et 3 correspondent respectivement aux proteines SnaA (SEQ ID 
10 n° 2) et SnaB (SEQ ID n° 3) pr€c6demment isolees comme il est decrit dans 

l'exemple 5 et dont le clonage des genes est detaille dans I'exemple 6. En effet les 
sequences NH2-terminales des produits des ORFs 1 et 3 sont identiques aux 
sequences NH2-tenninales trouvees pour les proteines SnaA et SnaB respectivement, 
& l'exemple 5.1*2, sauf pour la methionine amino-terrninale qui a ete excisee. Par 
15 ailleurs, les masses moleculaires calculees d'apres les sequences sont comparables 
aux masses moleculaires apparentes des proteines SnaA et SnaB, estim&es 
respectivement en PAGE-SDS comme il est decrit dans l'exemple 5. 

- La comparaison du produit de la phase ouverte n° 4 avec les sequences 
proteiques contenues dans la banque NBRF fait apparaitre une homologie avec 

20 differentes S-adenosylmethionine (ou SAM) synthases, notamment de E.coli 
(Markham £t aL, 1984), de rat (Horikawa £t 1989) et de S.cerevisiae (Thomas £t 
ah. 1988). Les pourcentages d'homologie calcules sur la totalite de la sequence a 
Taide de Talgorithme de Kanehisa (1984) varient de 51,8 a 55.4 %. 
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Ces comparaisons de sequences permettent done de mettre en evidence que le 
produit de la phase ouverte n°4 est une SAM synthase, impliquee dans la 
biosynthdse des Pristinamycines I ou n. Ce gene a ete designe samS (SEQ ID n° 4). 

La mise en Evidence de l'implication du gene samS dans la biosynthese des 
5 Pristinamycines est confirmee par la construction du mutant SP92 disrupte dans ce 
gene, comme decrit dans 1'exemple 92. 

- La comparaison de la sequence du produit de la phase ouverte n° 2 avec les 
sequences proteiques contenues dans la banque Genpro, fait apparaitre qu'une partie 
interne de cette proteine est homologue a 36 % avec une partie interne de la premi&e 
10 phase ouverte de la sequence ^insertion (IS891) d 'Anabaena (Bancroft et Wolk, 
1989). Ce rfcsultat suggere que la phase ouverte n° 2, designee ORF 401, appartient & 
une sequence d'insertion, et done qu'il existe une sequence d'insertion situee entre les 
genes snaA et snaB . 

8. 2. Fragment S*n3A-Sau3A de 187 0 pb (pVRC402l . 

15 Get exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 

de lecture presentes au sein du fragment Sau3A-Sau3A de 1870 pb pr&edemment 
isole et sequence comme il est decrit dans les exemples 6 et7. 

La recherche de phases ouvertes pour le fragment Sau3A-Sau3A a ete 
effectu6e comme precedemment Une settle phase ouverte de lecture complete a pu 

20 ainsi dtre mise en evidence. Ses caracteristiques sont les suivantes: cette phase 
s'etend de la position 109 a la position 1858 du fragment Sau3A-Sau3A. ce qui 
correspond & une phase de 1749 bases codant pour une proteine de 582 acides amines 
ayant une masse moleculaire de 61400 Da. Cette proteine correspond a la proteine 
SnbA pr6cedemment purifiee comme il est d6crit dans 1'exemple 5 et dont le clonage 

25 du gene est detaille dans 1'exemple 6. En effet la s6quence NH^terminale du produit 
de I'ORF presente sur le fragment Sau3A-Sau3 A est identique a la sequence NH2- 
terminate trouv6e pour la proteine SnbA, a 1'exemple 5.2. La masse moleculaire de 
61400 Da calculee d'apr£s la sequence est comparable & la masse moleculaire 
apparente de la proteine SnbA, estimee a 67000 Da en PAGE-SDS et a 60000 Da par 

30 permeation sur gel comme il est decrit dans 1'exemple 5.2.I.B. 

Le gene snbA code done pour 1'enzyme qui catalyse la formation de 
l'acyladenylate 3-hydroxypicolinyl-AMP k partir dune molecule d'acide 3-hydroxy- 
picolinique et d*une molecule d'ATP: l'acide 3-hydroxypicolinique-AMP ligase 
(SEQron°5). 
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8.3. Fragment de 1830 pb (pVRC501). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
de lecture presentes au sein du fragment de 1830 pb sequence a partir du fragment 
Bam HI -Eco RI de 3,1 kb precedemment isole. 
5 La recherche de phases ouvertes pour Ie fragment de 1830 pb a ete effectuee 

comme precedemment Une seule phase ouverte de lecture complete a pu ainsi etre 
mise en evidence. Ses caracteristiques sont les suivantes: le demarrage probable de 
cette phase se situe a la position 103 et la fin a la position 1686 de la region de 1830 
pb sequencee a partir du fragment Bam HI -EcoR L ce qui correspond a une proteine 

10 de 528 acides amines ayant un poids moleculaire approximatif de 54000. 

La comparaison de la sequence de cette proteine avec les sequences contenues 
dans la banque Genepro fait apparaitre qu'elle est homologue & des pioteines ayant 
une fonction de transport pour differents metabolites, notamment pour la tetracycline 
chez differents microorganismes (Khan et Novick, 1983; Hoshino £t aL 1985), 

15 l'actinorhodine (Fernandez-Moreno £t sL 1991) et la methylenomycine (Neal et 
Chater, 1987) chez & coelicolor. 

Ces donnees indiquent que le produit de la phase ouverte contenue dans le 
fragment BamH I -EcoR I de 3,1 kb est une proteine de transport permettant d'exporter 
les Pristinamycines I (et eventuellement les Pristinamycines II) &< rexterieur de la 

20 cellule. Cette proline a ete designee SnbR et le g&ie correspondant snbR (SEQ ID 
n°6). 

L'analyse du profil d'hydrophobicite de la proteine SnbR par la methode de 
Kyte et Doolittle (1982) corrobore sa localisation membranaire et done sa fonction 
de transport 

25 8.4. Fragment de 1050 pb (pVRC409). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
de lecture presentes au sein du fragment de 1050 pb precedemment sequence a partir 
du pVRC409, comme il est decrit dans i'exemple 7. 8. 

La recherche de phases ouvertes pour le fragment de 1050 pb a ete effectuee 

30 comme precedemment Une seule phase ouverte de lecture complete a pu ainsi etre 
mise en evidence. Ses caracteristiques sont les suivantes: cette phase s'etend de la 
position 84 a la position 962 de la portion sequencee, ce qui correspond a une phase 
de 878 bases codant pour une proteine de* 292 arises amines ayant une masse 
moleculaire de 32000 Da. Cette proteine a ete appelee proteine PapM. Elle a ete par 

35 ailleurs purifiee a partir de la souche £L pristinaespiralis SP92 comme il est decrit 
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dans 1'exemple 5. La masse moleculaire de 32000 Da calculee d'apres la sequence est 
identique a la masse moleculaire apparente de 32000 Da estimee sur PAGE-SDS 
comme il est decrit dans 1'exemple 5. Par ailleurs la sequence NH2-terminale de cette 
proteine, realiste comme decrit dans 1'exemple 5 correspond bien a la sequence NH2- 
terminale de la proteine PapM identifiee par 1'analyse des phase ouvertes de la 
sequence de 1050 pb (SEQ ID n° 10). 

8.5. Fragment de 227 pb et de 247pb (pVRCllOS). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
de lecture pr&entes au sein des fragments de 227pb et 247 pb sequences & partir de 
pVRC1105, comme il est decrit dans les exemples 6 et 7, 

La recherche de phase ouverte pour ces deux fragments a ete effectuee comme 
precedemment Une phase de lecture non complete a pu etre mise en evidence dans 
les deux cas sur toute la longueur du fragment 

La sequence obtenue a partir de la phase ouverte identifiee sur le fragment de 
247 pb isole du fragment Xhol de 900 pb contient une des sequences internes de la 
proteine SnbC purifiee comme decrit dans 1'exemple 5. 

La comparaison du produit des phases ouvertes identifiees sur les fragments de 
227 pb et 247 pb isolgs de pVRC1105 avec les sequences de la banque Genpro fait 
apparaitre qu'elles sont homologues & des peptides synthases. Celle deduite du 
fragment de 227 pb pr6sente 24.5 % d'homologie avec ra-aminoadipyl-cjrsteinyl- 
valine synthase d 'Acremonium chrysogenum (Gutierrez et al. 1991). Celle deduite 
du fragment de 247 pb presente 34.9 % d'homologie avec la gramicidine S synthase 
II de Bacillus lassisJTurgay & & 1992) et 28 % avec Ta-aminoadipyl-cysteinyl- 
valine synthase tf Acremonium chrysogenum (Gutierrez et al. 1991). 

Ceci confirme que le cosmide pIBV3 isole dans 1'exemple 5.1 contient bien 
une partie du gene de structure de la Pristinamycine I synthase II decrite dans 
Texemple 5.3, d&ign6e SnbC (SEQ ID n° 11 et 12). 



8.6. Fragment de 192 pb et de 474 pb (pVRC1106). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
30 de lecture presentes au sein des fragments de 192 pb et 474 pb sequences a partir de 
pVRC1106, comme il est decrit dans les exemples 6 et 7. 

La recherche de phase ouverte pour ces deux fragments a ete effectuee comme 
precedemment Une phase de lecture non complete a pu aussi etre mise en evidence 
sur le fragment de 192 pb isole de pVRC1106. Ses caracteristiques sont les 
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suivantes: cette phase demane a la position 3 de la portion sequencee en direction du 
site BgUL Aucun codon stop n'a ete identifie ce qui indique que cette phase ouverte 
n'est pas terminee. 

La sequence obtenue a partir de la phase ouverte identifiee sur le fragment 
5 Bglll -SphI de 192 pb contient la sequence interne de la proteine SnbD purifiee 
comme decrit dans 1'exemple 5 qui s'avere en fait etre la sequence NH^terminale de 
la proteine. 

Une phase de lecture non complete a pu etre mise en evidence sur toute la 
longueur du fragment Xhol- Pst I de 474 pb. 
10 La comparaison du produit de la phase ouverte identifiee sur le fragment de 

474 pb isole de pVRC1106 avec les sequences de la banque Genpro fait apparaitre 
que ce fragment de proteine piesente de 30 a 40 % d'homologie avec des peptides 
synthases, par exemple 39.4 % avec la gramicidine S synthase II de Bacillus bnevis 
(iHugay et al. 1992) et et 34 % avec ra-aminoadipyl-cysteinyl-valine synthase 
15 d'Acremonium chrvsogemim (Gutierrez £Ul_1991). 

Ceci confirme que le cosmide pIBV3 isole dans 1'exemple 5.1 contient bien 
une partie du gene de structure de la Pristinamycine I Synthase m decrite dans 
Texemple 5.4, designee SnbD (SEQ ID n° 13 et 14). 

8.7. Fragment de 291 pb et de 485 pb (pVRClKM). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
de lecture presentes au sein des fragments de 291 pb et 485 pb sequences a partir de 
pVRC1104, comme il est decrit dans les exemples 6 et 7. 

La recherche de phase ouverte pour ces deux fragments a ete effectuee comme 
precedemment Une phase de lecture non complete a pu etre mise en evidence dans 
les deux cas sur toute la longueur du fragment 

La sequence obtenue a partir de la phase ouverte identifiee sur le fragment de 
291 isole & partir du fragment Pst I de 1450 pb contient la sequence intone de la 
proteine SnbE purif iee comme decrit dans Texemple 5. 

La comparaison du produit de la phase ouverte identifiee sur le fragment Xhol - 
Sphl de 485 pb isol6 de pVRC1104 avec les sequences de la banque Genpro fait 
apparaitre qu'elle est homologue a des peptides synthases, par exemple 34.7 % avec 
la gramicidine S synthase II de Bacillus brevis (Turgay et al. 1992) et et 36.2 % avec 
ra-aminoadipyl-cysteinyl- valine synthase d 'Acremonium chrvsogenum (Gutierrez sL 

AL1991). 
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Ceci confirme que le oosmide pDBV3 isole dans l'exemple 5.1 contient bien 
une partie du gene de structure de la Pristinamycine I synthase IV decrite dans 
l'exemple 5.5. designee SnbE (SEQ ID 15 et 16). 

8.8. Fragment de 645 pb fpVRC903). 
5 Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 

de lecture piesentes au sein du fragment de 645 pb precedemment sequence a partir 
du plasmide pVRC903, comme il est decrit dans l'exemple 6.7. 

La recherche de phases ouvertes pour le fragment de 645 pb a ete effectuee 
comme precedemment Une phase ouverte de lecture non complete a pu ainsi etre 
10 mise en evidence. Ses caracteristiques sont les suivantes: cette phase presente deux 
possibility de demarrage de traduction, un GTG a la position 61, un GTG k la 
position 70 de la portion sequencee (1'ATG situe en position 124 n'a pas ete pris en 
compte en raison des homologies de sequences decrites plus loin). L'analyse des 
probabilites de presence des regions Shine-Dalgarno ne permet pas de distinguer 
15 lequel de ces codons correspond au demarrage. Aucun codon stop n'a ete identifie, ce 
qui indique que cette phase ouverte n'est pas terminee. Le gene dont une partie a ete 
identifiee a 6te appel6 papA et la proteine correspondante a ete appelee proteine 
PapA (SEQ ID n° 9). 

La comparaison du produit de la phase ouverte identifiee dans le fragment 
20 Xhol -Xhol de 3,4 kb isole de pVRC900, avec les sequences contenues dans la 
banque Genpro fait apparaitre qu*elle est homologue aux composants II des proteines 
de type p-aminobenzoate synthase et anthranilate synthase, impliquees respecti- 
vement dans la synthase de l'acide p-aminobenzoique (precurseur de Tacide f olique) 
et dans la synthase de l'acide anthranilique (precurseur du tryptophane) de diff erents 
25 microorganismes. EUe piesente notamment une homologie de 48 % avec la proteine 
TrpG de Azospirillum (ZAtmner §t fil 1991) et une homologie de 47 % avec la 
proteine PabA de Klebsiella pneumoniae (Kaplan & al 1985). Les proteines TrpG et 
PabA portent l'activite glutaminase impliquee dans la transamination de Tacide 
chcaismique. Les homologies mises en evidence tendent a montrer que la proteine 
30 PapA serait elle aussi impliqu§e dans l'activite de transamination de l'acide 
chorismique. L'acide chorismique est propose comme etant un precurseur de la p- 
dim6thyIamino phenylalanine, composant des Pristinamycines I, par analogie a la 
synthese du chloramphenicol, antibiotique produit par des Streptomyces (Sharka £t 
3l 1970). 
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Le role de la proteine PapA est demontre ulterieurement (exemple 9.3.) par 
l'analyse de mutants de la souche SP92, dans le gene papA . 

8.9. Fragment BamHI-SstI de 1.5 kb (pVRClOOO). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
5 de lecture presentes au sein du fragment BamH I-SstI de 1,5 kb precedemment isole 
et sequence comme il est decrit dans les exemples 6.8 et 7.9. 

La recherche de phases ouvertes pour la region sequencee de 640 pb presente 
dans le fragment Bam HI-Sstl de 1,5 kb a ete effectuee comme il est decrit dans 
l'exemple 8.1. Une seule phase ouverte de lecture complete a pu ainsi etre mise en 
10 evidence. Aucun demarrage et aucune fin de traduction n'ont pu etre mis evidence, 
ce qui indique que la region de 640 pb sequencee est probablement interne & une 
phase de lecture beaucoup plus grande, designee snaD (SEQ ID n° 8). 

La comparaison de la sequence de la proteine codee par la region de 640 pb 
avec les sequences proteiques contenues dans les banques Genpro et NBRF fait 
15 apparaitre que cette proteine est homologue a 20-25 % a une partie interne des 
peptide-synthases telles que la gramicidine synthase I de B. brevis (Hon £t sL 1989), 
de la tyrocidine synthase I de IL brevis (Weckermann £t al 1988), et 1'ACV synthase 
cTAcremomum chrysogenum (Gutfrrrezstai 1991). 

Ces donnees indiquent que la proteine codee en partie par la region de 640 pb 
20 est probablement une peptide synthase impliquee dans la biosynthese de la partie 
peptidique des Pristinamycines II: en effet toutes les peptides synthases impliqu£es 
dans la biosynthese des Pristinamycines I ont deja ete identifiees dans d'autres 
regions du chromosome de Si. pristinaespiralis comme il est decrit dans les exemples 
5*2* , 5.3., 5*4. et 5.5. 

25 8.10. Fragment de 694 pb fpVRC509). 

Cet exemple illustre comment il est possible de determiner les phases ouvertes 
de lecture presentes au sein du fragment de 694 pb precedemment sequence a partir 
du pVRC509, comme il est decrit dans les exemples 6 et 7. 

La recherche de phases ouvertes pour le fragment de 694 pb a ete effectuee 
30 comme precedemment Une phase ouverte de lecture non complete a pu ainsi etre 
mise en evidence. Ses caracteristiques sont les suivantes : cette phase demarre a la 
position 210, de la portion sequencee. Aucun codon stop n'a ete identifie, ce qui 

* 

indique que cette phase ouverte n'est pas terminee. La masse moleculaire de la 
proteine correspondante ne peut done pas etre calculee et comparee a la masse 
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moleculaire apparente de 28000 Da de la FMN reductase, estimee sur PAGE-SDS 
comme il est decrit dans l'exemple 5.6. Par centre la sequence NH2-terminale de la 
proteine ainsi identifiee par l'analyse des phase ouvertes de la sequence de 694 pb, 
est identique a la sequence NH2-terminale de la proteine SnaC purifiee comme decrit 
5 dans l'exemple 5. De meme, on retrouve dans la proteine deduite de la portion 
sequenc£e, les deux sequences proteiques internes de la FMN reductase decrite en 
5.6. Ceci confirme que le g£ne isole & partir du cosmide pIBV4 correspond bien a la 
prot&ne FMN reductase decrite dans l'exemple 5.6, designee SnaC (SEQ ID n° 7). 
L'etude des firagments d'ADN de la souche & pristinaespiralis SP92, portes par 

10 les cosmides pIBVl a pIBV4, a mis en evidence la presence de plusieurs genes 
impliquSs dans la biosynthese des Pristinamycines II et des Pristinamycines L Les 
genes snaA. snaB et samS codent pour des enzymes intervenant dans la biosynthese 
des Pristinamycines II, la Pristinamycine HA synthase et une probable SAM 
synthase et sont groupes physiquement sur un large fragment d'ADN clone dans le 

15 cosmide pIBVl. De meme les genes snbA. snbR. papA et papM -qui codent pour des 
proteines intervenant dans la biosynthese des Pristinamycines I, l'acide 3-hydroxy- 
picolinique-AMP ligase (SnbA), la proteine SnbR probablement responsable du 
transport des Pristinamycines I, la proteine PapA impliquee dans la biosynthese, a 
partir de l'acide chorismique, de la p-aminophenylalanine, et la p-aminophenyl- 

20 alanine (phenyl-N)-methyhransf erase (PapM)- sont groupes sur un large fragment 
d'ADN clon£ dans le cosmide pIBV2. De meme, les genes snaA et snaD d'une part - 
qui codent pour des proteines intervenant dans la biosynthese des Pristinamycines n, 
la proteine SnaD 6tant probablement une peptide synthase- et les genes snbC. snbD 
et snbE d'autre part -qui codent pour les 3 peptide synthases SnbC, SnbD et SnbE, 

25 impliquees dans la formation de la chaine peptidique de la Pristinamycine I a partir 
de ses 6 acides amines s6pares- sont groupes sur un large fragment d'ADN clone 
dans le cosmide pDBV3. Ces resultats confirment lliypothese du groupement des 
genes de biosynthese des Pristinamycines II et egalement des genes de biosynthese 
des Pristinamycines I et offrent la possibilite de doner les autres gdnes impliques 

30 dans ces biosyntheses, par marche sur le chromosome, en amont et en aval des 
regions etudiees. 

De plus, il est possible par hybridation de l'ADN total des differentes souches 
productrices de Streptogramines (cf tableau 1) avec les genes snaA. snaB. snaC, 
snaP> satnS. snbA. snbR. snbC. snbD. snbE. papA papM ou avec les genes 
35 identifies par marche sur le chromosome, ou avec des fragments de ceux-ci, d'isoler 



WO 94/08014 



PCIYFR93/00923 



72 



les genes correspondants aux memes fonctions dans les autres microorganismes 
producteurs de Streptogramines. Ceci permet par la meme demarche que celle 
envisagee pour les Pristinamycines, d'isoler 1'ensemble des genes impliques dans la 
biosynthese des diff erentes Streptogramines. 

EXEMPLE 9 : Etude genetique de fragments d'ADN par disruption de 



Cet exemple illustre comment il est possible de mettre en evidence 
l'implication de genes dans la biosynthese des Streptogramines en construisant des 
souches derivees d'une souche productrice, mutees au niveau de ces genes par 
10 disruption et en analysant le phenotype de tels mutants. Cet exemple montre de phis 
comment obtenir des souches ne produisant plus que Tun ou l'autre des composants 
A et B des Streptogramines, ou produisant des composants A ou B avec des ratios 
differents de ceux que Ton observe avec la souche SP92. 

9.1. Construction d'un mutant de S. pristinaespiralis SP92 disrupte dans le g&ne 

15 snaA 

Cet exemple illustre comment il est possible par disruption du gene snaA. de 
construire une souche de & pristinaespiralis SP92 qui ne produit plus de 
Pristinamycine HA et qui produit par contre de la Pristinamycine DOB. 

Ce mutant a ete construit dans le but de confirmer la fonctionnalite de la 
20 proteine SnaA et de fournir un intermediaire de production de la Pristinamycine II, 
pouvant par la suite etre modifie. 

Sa construction a ete realisee a l'aide d'un vecteur suicide, capable de se 
repliquer chez coli seulement, mais portant un marqueur de resistance s'exprimant 
chez Streptomyces. Ce vecteur, pDH5, a ete developpe par Hillemann £t aL (1991). 

25 9.1.1. Construction du plasmide pVRC505. 

Cet exemple illustre comment il est possible de construire un plasmide ne se 
repliquant pas chez Sj. pristinaespiralis SP92 et qui peut etre utilise pour disrupter par 
simple recombinaison homologue le gene snaA . 

Le plasmide pVRC505 a ete construit pour realiser le mutant chromosomique 
30 SP92 disrupte dans le gene snaA a partir du plasmide pXL2045 d&rit dans Texemple 
6.3. 

Le fragment Pam HI de 6 kb, clone dans le pXL2045 (figure 16), a ete coupe 
par les enzymes de restriction Eco RI et Pst L Apres separation des fragments ainsi 
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generes par electrophorese sur gel d'agarose a 1 %, un fragment de 0,7 kb, contenant 
rextremite 5' du gene snaA. a ete isole et purifie par Geneclean (Biol 01, La Jolla, 
Calif ornie). 

100 ng de vecteur pDH5 linearises par une double digestion Eco RL PstL cmt 
5 ete ligues avec 100 ng du fragment de 0,7 kb, comme decrit dans i'exemple 33. Uh 
clone portant le fragment souhaite a ete isole apres transformation de la souche TGI* 
Le plasmide recombinant a 6te nomme pVRC505. Le plasmide pVRC505 a &e 
preparfe comme decrit dans Fexemple 2.1. Sa carte de restriction est presentee dans la 
figure 25. 

10 9.1.2. Isolement du mutant SP92 disrupte dans le gene snaA par recombinaison 

homologue. 

Cet exemple illustre comment le mutant de £L pristinaespiralis SP92, disrupte 
dans le gene snaA. a ete construit 

Ce mutant a ete isole par transformation de la souche SP92 avec le plasmide 
15 suicide pVRC505. 

La preparation des protoplastes et leur transformation ont ete realises comme 
decrit dans D. Hopwood £taL (1985). 

La souche SP92 a 6te cultivee en milieu YEME, 34 % de sucrose, 5 mM 
MgCfe, glycine 0.25 % pendant 40 heures & 30°C. Le mycelium a ete protoplastise 
20 en presence de lysozyme et 5X1 jig de pVRC505 ont ete utilises pour la 
transformation (par la methode utilisant le PEG) des protoplastes. Apres une nuit de 
regeneration des protoplastes sur milieu R2YE (D. Hopwood sL sL 1985), les 
recombinants ont ete selectionnes par etalement de 3 ml de milieu SNA 
(D. Hopwood £t £l. 1985) contenant 2.6 jig/ml de thiostrepton. 
25 Sur les 5 transfOTinations realisees, 3 clones resistants au thiostrepton ont ete 

isoles. Ceci donne un taux de recombinants inferieur a 1 par (jg d'ADN. Ces 
recombinants resultent de rintegration par simple recombinaison homologue entre le 
gene snaA porte par le chromosome de la souche SP92 et le fragment de 0,7 kb du 
plasmide suicide pVRC505. La faible taille du fragment insert dans pVRC505, 
30 0,7 kb, explique le faible taux de recombinaison. 

Les spores des recombinants ont ete isolees par etalement et croissance sur 
milieu R2YE supplement^ par 400 (ig/ml de thiostrepton, et reetalees sur le meme 
milieu pour obtenir des colonies isolees. ( . 

Afin de verifier la position de rintegration du plasmide pVRC505, differents 
35 Southerns de V ADN total de plusieurs clones recombinants digere par les enzymes de 
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restriction appropri6es, ont ete realises et hybrides avec le vecteur pDH5 et le 
fragment de 0,7 Icb, utilises successivement comme sondes apres marquage par 
random priming (Random Primed DN A labeling kit, Boehringer Mannheim, France) 
avec du [a-^PjdCTP, comme decrit dans Maniatis £t al. (1989). Les resultats 
5 dliybridation montrent rapparition, dans le genome des clones recombinants, d'une 
bande Eco RI-PstI supplementaire, de la faille du vecteur pDH5 et hybridant avec 
cehri-ci ainsi que d'une bande supplementaire EcoR I -EcoR L hybridant a la fois avec 
les 2 sondes. Un de ces mutants a ete nomme SP92::pVRC505. Ce mutant 
correspond bien & Integration par simple recombinaison homologue du plasmide 
10 pVRC505 dans le gene snaA . 

9.1 J. Production de Pristinamycines par le mutant SP92::pVRC505. 
Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant de 
S. pristinaespi'ralis SP92 disrupte dans le gene snaA par Integration du plasmide 
pVRC505, ne produit plus de Pristinamycine HA, tout en continuant a produire de la 

15 Pristinamycine IIB. 

Le mutant SP92::pVRC505, ainsi que la souche SP92, en tant que souche 
temoin, ont 6te cultives en milieu de production liquide. La fermentation a ete 
realisee comme suit : 0.5 ml d'une suspension de spores des souches citees sont 
ajoutfes en conditions steriles & 40 ml de milieu inoculum dans un erlen de 300 ml. 

20 Le milieu inoculum est constitue par 10 g/1 de Corn Steep, 15 g/l de saccharose, 
10 g/l de (NH4)2S0 4 , 1 g/l de K 2 HPC>4» 3 g/l de NaCl, 0.2 g/l de MgS04-7H 2 0 et 
1.25 g/l de CaC03* Le pH est ajuste a 6.9 par de la soude avant introduction du 
carbonate de calcium. Les erlens sont agites pendant 44 heures a 27°C sur un 
aghateur rotatif & la vitesse de 325 rpm. 2.5 ml de la culture precedente agee de 

25 44 heures sont ajoutes sterilement a 30 ml de milieu de production dans un erlen de 
300 ml* Le milieu de production est constitue par 25 g/l de farine de sqja, 7.5 g/l 
d'amidon, 22.5 g/l de glucose, 3.5 g/l de levure fourrag&re, 0.5 g/l de sulfate de zinc 
et 6 g/l de carbonate de calcium. Le pH est ajuste a 6,0 par de l'acide chlorhydrique 
avant rintroduction du carbonate de calcium. Les erlens sont agites pendant 24, 28 et 

30 32 heures a 27°C. A chaque temps, 10 g de mout sont peses dans un erlen lisse , 
auxquels sont ajoutes 20 ml de phase mobile composee de 62.5 % d'acetonitrile et 
37.5 % d'une solution de 0.1 M de KH2PO4 (ajuste a pH 3,0 par H3PO4) et 
permettant Fextraction des Pristinamycines. Apres agitation sur un agitateur 
(325 rpm) pendant 20 min a temperature ambiante, le tout est filtre sur filtre de 
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papier et les Pristinamycines sont dosees par CLHP comme decrit a l'exemple 
5.1.LA. 

Les resultats ont montre que, dans les conditions de fermentation realisees, le 
mutant SP92::pVRC505 a produit une quantite de Pristinamycine I equivalente & 
5 celle du temoin SP92, ceci pour les 3 temps testes. En revanche, alors que le temoin 
a produit a 24, 28 et 32 heures de fermentation, environ 70 % de Pristinamycine HA 
et 30% de Pristinamycine HB, le mutant SP92 :: pVRC505 a produit pour ces 
memes temps, 100 % de Pristinamycine ID3, en quantites equivalentes a la somme 
des Pristinamycine HA + Pristinamycine HB produites par la souche SP92. Le 
10 mutant est done bien bloque dans une etape de biosynthese de la Pristinamycine II 
qui correspond a l'oxydation de la liaison 2-3 de la D-proline de rintermediaire 
Pristinamycine KB. Ce mutant accumule done la Pristinamycine KB. Ceci montre 
bien Implication f onctionnelle du g&ie snaA dans la conversion Pristinamycine IIB 
en Pristinamycine HA. 

15 Get exemple montre qu'il est possible, a partir des genes de biosynthese clones, 

de construire des souches mutsees dans les etapes de biosynthese des Pristinamycines. 
Ceci a ete montr§ pour les Pristinamycines II mais les memes resultats peuvent etre 
obtentis pour les Pristinamycines I et par extension, pour les differents composants 
des Streptogramines. Des souches produisant differents intermediaires peuvent etre 

20 ainsi obtenues. Ces souches peuvent §tre utilisees pour produire des molecules 
nouvelles, par modification(s) chimique(s), biochimique(s), enzymatique(s), etc. des 
dits intamddiaires. Un blocage dans une etape precoce de la voie de biosynthese de 
run ou l'autre des composants des Streptogramines peut egalement conduire a des 
souches mutees ne produisant plus que IHin ou l'autre des composants. 

25 9.2. Construction d'un mutant de S. pristinaespiralis SP92 disrupte dans le gene 

samS, 

Cet exemple illlustre comment il est possible par disruption du gene samS de 
construire une souche de & pristinaespiralis SP92 qui produit 35 % de moins de PIA 
et environ 10 fois plus de PES (les structures chimiques sont representees sur la 
30 figure 2) par rapport a la souche sauvage SP92. Ce mutant a ete construit dans le but 
de confirmer la fonction de SAM synthase presumee pour la proteine codee par le 
gene samS et d*obtenir une souche synthetisant plus de PIB que la souche sauvage 
SP92. 
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9.2.1. Construction du plasmide pVRC702. 
A partir du plasmide pXL2045 (decrit dans I'exemple 6.3.), on a isole par 
coupure enzymatique le fragment BamH l-EcoRl de 3,2 kb que Ton a purifie apres 
electrophorese sur gel d'agarose a 1 % par la methode du kit Geneclean (voir 
5 exemple 6.8). Ce fragment porte le gene snaB ainsi que le gene samS (figure 16). Ce 
fragment a ete ensuite clone dans un plasmide pUC18 de la fagon suivante: 50 ng de 
pUC 18 ont ete linearises par la double digestion a 1'aide des enzymes Eco Rl et 
Bam Hl puis ligues en presence de T4 DNA ligase (Biolabs) avec 300 ng du 
fragment Bam Hl - Eco Rl de 3,2 kb. Apres transformation de cellules competentes de 
10 la souche EL coli TGI avec ce melange de ligation, on a pu isoler un clone 
recombinant possedant le plasmide pUC18 avec l'insert de 3,2 kb que Ton a nomme 
pVRC701 (figure 26). 

Le plasmide pVRC702 derive du plasmide pVRC701 par Introduction entre 
les deux sites Sst l situes au milieu du gene samS (figure 27) d'une cassette portant le 
15 gene amR codant pour la resistance a Tapramycine et a la geniticine. Pour cela, un 
fragment Bam Hl -Bam Hl de 2,2 kb portant la cassette QamR a d'abord ete isole par 
digestion BamHl du plasmide pHP45QamR (donn6 par JX. Pernodet, Laboratoire 
de Genetique d'Orsay) en utilisant la meme technique que precedemment 200 ng de 
ce fragment ont ensuite ete ligues avec 50 ng du plasmide pUC1318 (Kay et 
20 McPherson, 1987) linearises par l'enzyme BamH l et ce melange de ligation a ete 
( introduit dans des cellules competentes E. colt TGI. A partir du clone recombinant 
possedant le plasmide pUC1318 contenant la cassette QamR. on a pu reisoler par 
coupure partielle a l'aide de l'enzyme Sstl. 50 ng d'un fragment Sstl-Sstl de 2,2 kb 
contenant la cassette QamR que Ton a ligue avec 30 ng du plasmide pVRC701 coupe 
25 par Sstl (figure 26) pour dormer apres transformation de cellules competentes coli 
TGI, le plasmide PVRC 702 dont la structure est detaillee sur la figure 27. 

Le plasmide pVRC702 ainsi obtenu a ete prepare en larges quantites selon la 
methode prec6demment decrite dans Texemple 2.1. 

9.2.2. Construction de la souche ayant le gene chromosomique 
30 samS::QamR. 

Cette souche a ete obtenue par transformation de protoplastes - de 
S. pristinaespiralis avec 1 jog du plasmide suicide pVRC702 ne pouvant pas se 
repliquer dans ime cellule de Streptomyces . Les protocoles de preparation des 
protoplastes et de transformation sont les memes que ci-dessus (exemple 9.1). Les 
35 seules modifications apportees par rapport a I'exemple 9.1 concernent Tantibiotique 
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de selection. Dans le cas present, les protoplastes recombinants apres tine 
regeneration de 18 heures a 30°C sur milieu R2YE sont selectionnes en presence de 
50 ng/ml final de geneticine (Sigma Chemical Co.). Ainsi & chaque boite de R2YE, 
on ajoute tine surcouche composee de 3ml de SNA contenant 383- jig/ml de 
5 genfticine. 

On a ainsi pu isoler 500 clones recombinants resistants & la geneticine qui 
peuvent resulter soft d*ime integration dans le chromosome du plasmide pVRC702 k 
la suite d*une recombinaison homologue simple entre les genes chromosomique et 
plasmidique samS (cas de simple crossing-over), soft d'un ^change entre le gene 
10 chromosomique samS et le gene plasmidique samS :: QamR a la suite d'un double 
evenement de recombinaison homologue (cas de double crossing-over). Dans ces 
deux cas de figure, la cassette QamR se trouve transferee sur le chromosome de la 
souche et lui confere une resistance amR stable au cours des generations. 

Les clones recombinants ont ete isoles par etalement et croissance sur milieu 
15 R2YE contenant 50 pig/ml final de geneticine puis analyses par la technique 
dTiybridation sur colonies. L'hybridation des clones avec une premiere sonde 
obtenue comme il est decrit dans l'exemple 9.1 a partir du fragment Bam Hl -Eco RI 
de 2,7 kb issu de pVRC702 et correspondant au pUC18 ainsi qu'avec une deuxieme 
sonde correspondant au fragment BamH l de 2,2 kb portant la cassette QamR. a 
20 permis de distinguer les cas de simple crossing-over (hybridant avec les deux sondes) 
des cas de double crossing-over (nliybridant qu'avec la deuxieme sonde). Les 3 
clones resultant d'un double crossing-over ainsi selectionnes ont ete purifies par 
etalement et croissance sur milieu R2YE contenant 50 |ig/rnl final de geneticine et 
des stocks de spores ont 6te obtenus. 
25 Afiii de verifier la structure genomique des 3 doubles recombinants, diff erents 

Southerns de 1'ADN chromosomique de ces clones digere par les enzymes EcoR I et 
BamHI ont et6 realises et hybrides avec les trois sondes suivantes : la sonde 
correspondant a la cassette QamR obtenue a partir du fragment BamHI de 2£ kb de 
pVRC702, la sonde correspondant a pUC18 obtenue a partir du fragment BamH I- 
30 EcqM de 2,7 kb de pVRC701 et enfin une sonde obtenue a partir du fragment 
ECQRI-SstI de 1,3 kb de pVRC701 portant le gene snaB et le debut de samS . Ces 
hybridations ont permis de verifier que les trois clones testes resultaient bien d'un 
double evenement de recombinaison homologue ayant permis le ^emplacement du 
gene chromosomique intact samS par le gene mute samS interrompu par la cassette 
35 QamR. 
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Un de ces trois clones mutants a ete nomme SP92 samS :: QamR . 

9.2.3. Production de pristinaniycines par la souche mutante samS :: QamR . 
Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant SP92 
samS :: QamR ayant le gene samS disrupte produit 35 % de moins de Pristinamycine 

5 IA et 10 fois plus de Pristinamycine IB que la souche sauvage SP92. 

Le mutant SP92 samS ::£ >arnR ainsi que la souche temoin SP92 ant ete 
cultivees en milieu de production liquide et leurs productions de Pristinamycine II et 
de Pristinamycine I dosees comme decrit dans 1'exemple 9.1. 

Les resultats ont montrS que, dans les conditions de fermentation realisees, le 
10 mutant SP92 samS :: QamR produit une quantite de Pristinamycines II equivalente a 
celle du temoin SP92 pour les trois temps testes. En revanche, le mutant SP92 
samS :: QamR produit aux trois temps testes environ 35% de moins de 
Pristinamycine IA et 10 fois plus de Pristinamycine IB que la souche temoin. La 
forme IB des Pristinamycines represente ainsi 20% de l'ensemble des 
15 Pristinamycines du type I totales produites par le mutant SP92 samS :: QamR alors 
que la souche t&moin ne synthetise que de l'ordre de 1 % de PIB. La forme IB des 
Pristinamycines differe de la forme IA par le fait que le cinquieme residu est la 
p-methylaminophenylalanine au lieu de la p-dimethylaminophenylalanine pour la 
Pristinamycine IA. Le fait que le mutant SP92 samS :: QamR produise plus de 
20 Pristinamycine IB et moins de Pristinamycine IA montre que la disruption du gdne 
samS provoque une diminution du degre de methylation du cinquieme residu des 
Pristinamycines I et done que le gene samS est probablement implique dans la 
biosynthese du donneur de methyle la SAM e'est-a-dire qu'il code pour une SAM 
synthase. 

25 9.3. Construction d'un mutant de S. pristinaespiralis SP92 disrupt^ dans le 

gfene papA. 

Cet exemple illustre comment il est possible par disruption du gene papA. de 
oonstruire une souche de & pristinaespiralis SP92 qui ne produit plus de PL Ce 
mutant a ete construit dans le but de confirmer la fonctionnalite de la proteine FapA. 
30 Sa construction a ete realisee a Taide du vecteur suicide, pDH5, decrit dans Texemple t 
9.1. 

93.1. Construction du plasmide pVRC508. 
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Cet exemple illustre comment il est possible de construire un plasmide ne se 
repliquant pas chez S.pristinaespiralis SP92, qui peut etre utilise pour disrupter par 
simple recombinaison homologue le gene pap A, 

Le plasmide pVRC508 a ete oonstruit pour realiser le mutant chromosomique 
5 SP92 diffiqrte dans le gene papA. a partir du plasmide pVRC903, decrit dans 
Texemple 7.7. 

Dans Texemple 7.7., il a 6te decrit le clonage du fragment PvuI I -Eco RI de 
1,4 kb dans M13mpl8 & partir du plasmide pVRC903, en vue du sequengage du g&ne 
papA (ce fragment correspond au fragment Pvu II -XhoI de 1,4 kb presente dans le 

10 vecteur pVRC903, figure 23). 

Cette construction dans M13mpl8 a ete digeree par les enzymes de restriction 
HindDI et EcoR L Apres separation par electrophorese sur gel d'agarose a 0.8 % du 
vecteur M13mpl8 et du fragment de 1,4 kb, contenant une partie du gene papA. 
celui ci a et§ isole et purifie par Geneclean (BiolOl, La Jolla, Californie). La 

15 localisation du fragment dans le gene papA est presentee figure 23 • 

100 ng de vecteur pDH5 linearises par une double digestion avec les enzymes 
de restriction HindHI et EcoRI. ont ete ligues avec 200 ng du fragment de 1,4 kb, 
comme decrit dans Texemple 3.3. Un clone portant le fragment souhaite a ete isole 
apr&s transformation de la souche TGI. Le plasmide recombinant a ete nomme 

20 pVRC508. Le plasmide pVRC508 a ete prepare comme decrit dans Texemple 2.1. Sa 
carte de restriction est pr&sentee dans la figure 28. 

9.3.2. Isolement du mutant SP92 disrupte dans le gene papA par 
recombinaison homologue. 

Cet exemple illustre comment le mutant de £L pristinaespiralis SP92, disrupte 

25 dans le gene papA. a 6te construit Ce mutant a ete isole par transformation de la 
souche SP92 avec le plasmide suicide pVRC508. La preparation des protoplastes et 
leur transformation ont 6t6 realisees comme d6crit dans Texemple 9.1. Apres 
transformation des protoplastes de la souche SP92, les recombinants ont ete 
selectionnes par etalement de 3 ml de milieu SNA contenant 2.6 mg/ml de 

30 thiostrepton. Sur les 5 transformations realisees avec 5 f ois 1 \xg du plasmide 
pVRC508, une dizaine de clones resistants au thiostrepton ont §t6 isoles. Ceci donne 
un taux de recombinants d'environ 2 par pg d'ADN. Ces recombinants resultent de 
Tint6gration par simple recombinaison homologue entre le gene papA porte par le 
chromosome de la souche SP92 et le fragment de 1.4 kb du plasmide suicide 

35 pVRC508. 



i 
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Les spores des recombinants ont ete isolees par etalement et croissance sur 
milieu R2YE contenant 400 (ig/ml de thiostrepton, et reetalees sur le meme milieu 
pour obtenir des colonies iso!6es. 

ARn de verifier la position de Integration du plasmide pVRC508,- differents 
5 Southerns de l'ADN total de plusieurs clones recombinants, purifies comme decrit 
ci-dessus, ont ete realises et hybrides avec le vecteur pDH5 et le fragment de 1,4 kb 
utilises successivement comme sondes apres marquage par random priming avec du [ 
a-32p]dCTP comme decrit dans 1'exemple 9.1. Les resultats d'hybridation montrent 
la disparition, dans le genome des clones recombinants digeres par Tenzyme de 

10 restriction Eco RI (site encadrant le fragment de 1,4 kb) de la bande Eco RI de 6,8 kb 
et 1'apparition de deux bandes supplementaires par rapport a la souche temoin SP92, 
rune de 2,4 kb hybridant avec le fragment de 1,4 kb et 1'autre de 10,5 kb hybridant a 
la fois avec pDH5 et avec le fragment de 1,4 kb. La digestion des clones 
recombinants par 1'enzyme de restriction PstI montre Fapparition, de deux bandes 

15 supplementaires par rapport a la souche temoin SP92, Tune de 1,0 kb hybridant avec 
le fragment de 1,4 kb et 1'autre de 5,1 kb hybridant a la fois avec pDH5 et avec le 
fragment de 1,4 kb. Un de ces mutants a ete nomme SP92::pVRC508. 

9 .3.3. Production de Pristinamycines par le mutant SP92::pVRC508. 
Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant de 
20 S. pristinaespiralis SP92 disrupte dans le gene papA par Integration du plasmide 
pVRC508, ne produit plus de Pristinamycine L 

Le mutant SP92::pVRC508, ainsi que la souche SP92, en tant que souche 
temoin, ont ete cultives en milieu de production liquide. La fermentation, ainsi que le 
dosage des Pristinamycines I et II, ont ete realises comme decrit dans 1'exemple 9.1. 
25 Les resultats ont montre que dans les conditions de fermentation realisees, 

alors que la souche temoin SP92 produit une quantite standard de Pristinamycines I, 
aucune trace de Pristinamycines de type I n'a ete detectee dans le mout de 
fermentation du mutant SP92::pVRC508. Par ailleurs la production de 
Pristinamycines II par le mutant SP92::pVRC508 est equivalente a celle du temoin 
30 SP92. Le mutant SP92::pVRC508 ne produit done plus que des Pristinamycines EL 
Ces resultats montrent bien que le gene papA code pour une proteine impliquee dans 
la biosynthese des Pristinamycines I. 

Par ailleurs pour s'assurer que la disruption realisee ne touche que le gene cible 
papA, le mutant SP92::pVRC508 a ete fermente en presence de p-dimethylamino 
35 phenylalanine. Le mutant SP92::pVRC508, a ete fermente comme decrit plus haut 
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avec ajout, a 17 heures de fermentation, de 100 mg/1 de p-dimethylamino- 
phenylalanine. Dans ces conditions de complementation le mutant SP92:.*pVRC508 
produit tme quantite de Pristinamycines I equivalente a celle produite par la souche 
SP92. La production de Pristinamycines II est equivalente dans les deux souches. 
5 Ced nous permet de conclure que Ie mutant SP92::pVRC508 ne produit pas de 
Pristinamycines I parce qu'il est bien disrupte dans un gene intervenant dans la 
biosynthese de la p-dim6thylaminophenylalanine (le g&ie pap A) . La complemen- 
tation de ce mutant par la p-dim6thylaminophenylalanine restaure sa capacite & 
produire des Pristinamycines I, prouvant que la mutation dans le g&ne papA n'a pas 

10 d'effet polaire sur la synthese des autres precurseurs des Pristinamycines I ou sur la 
formation de la chaine peptidique a partir de ces precurseurs. 

Cet exemple montre qu'il est possible, a partir de genes de biosynthese clones, 
de construire des souches mutees dans les etapes de biosynthese des Pristinamycines 
et en particulier des Pristinamycines I. Cet exemple montre egalement qu'il est 

15 possible par cette approche de construire des souches de pristinaespiralis 
produisant specifiquement des Pristinamycines II et par extension des souches 
produisant specifiquement des Pristinamycines L Cette meme approche pourrait 
egalement etre utilisee pour les autres souches d'actinomycetes producteurs de 
staeptogramines. 

20 9.4. Constr uction d'un mutant de S.pristinaespiralis SP92 disruptfe dans le 

gCT? gnbA. 

Cet exemple illustre comment il est possible par disruption du ggne snbA. de 
construire une souche de £L pristinaespiralis SP92 qui ne produit plus de 
Pristinamycines L Ce mutant a ete construit dans le but de confirmer la 
25 fonctionnalite de la proteine SnbA. Sa construction a ete realisee a 1'aide du vecteur 
suicide, pDH5 9 decrit dans l'exemple 9.1. 

9.4.1. Construction du plasmide pVRC404. 

Cet exemple illustre comment il est possible de construire tin plasmide ne se 
repliquant pas chez £*. pristinaespiralis SP92, qui peut etre utilise pour disrupter par 
30 simple recombinaison homologue le gene snbA. 

Le plasmide pVRC404 a ete construit a partir du plasmide pVRC402 decrit 
dans l'exemple 6.1., pour realiser le mutant chromosomique SP92 disrupte dans le 
gene snbA. Le plasmide pVRC402 a ete digere par les enzymes de restriction Xho l 
et Hindin. Apres separation des fragments ainsi generes par electrophorese sur gel 
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d'agarose & 0.8 %, un fragment de 1170 pb, contenant une partie interne du gene 
snhAf a ete isole et purifie par Geneclean (Biol 01, La Jolla, Californie). La 
localisation du fragment dans le gene snbA est presentee figure 15A. 

100 ng de vecteur pDH5 linearises par une digestion SmaL ont ete figues avec 
5 200 ng du fragment de 1170 pb, comme decrit dans Texemple 3.3. Un clone portant 
le fragment souhaite a l§te isole apres transformation de la souche TGI. Le plasmide 
recombinant a ete nomme pVRC404. Le plasmide pVRC404 a ete prepare comme 
dScrit dans Texemple 2.1. Sa carte de restriction est presentee dans la figure 29. 

9.4.2. Isolement du mutant SP92 disrupte dans le gene snbA par recombinaison 
10 homologue. 

Cet exemple illustre comment le mutant de pristinaespiralis SP92, disrupte 
dans le gene snbA, a ete construit 

Ce mutant a 6te isole par transformation de la souche SP92 avec le plasmide 
suicide pVRC404. La preparation des protoplastes et leur transformation ont && 
15 realis£es comme deait dans Texemple 9.1. Apres transformation des protoplastes de 
la souche SP92, les recombinants ont ete s&ectionnes par etalement de 3 ml de 
milieu SNA contenant 2.6 mg/ml de thiostrepton. Sur les 5 transformations realis6es 
avec 5 fois 1 pg du plasmide pVRC404, une trentaine de clones resistants au 
thiostrepton ont ete xsoles. Ceci donne un taux de recombinants d'environ 5 par pg 

m 

20 d*ADN. Ces recombinants resultent de Tintegration par simple recombinaison 
homologue entre le gene snbA porte par le chromosome de la souche SP92 et le 
fragment de 1170 pb du plasmide suicide pVRC404. Les spores des recombinants 
ont ete isolees par Statement et croissance sur milieu R2YE + 400 pg/ml de 
thiostrepton, et reetalees sur le meme milieu pour obtenir des colonies isolees. Afin 

25 de verifier la position de Tintegration du plasmide pVRC404, differents Southerns de 
TADN total de plusieurs clones recombinants, purifies comme decrit ci-dessus, ont 
ete realises et hybrides avec le vecteur pDH5 et le fragment de 1170 kb utilises 
successivement comme sondes apres marquage par random priming avec du [a- 
32 P]dCTP comme decrit dans Texemple 9.1. Les resultats d'hybridation montrent 

30 Tapparition, dans le genome des clones recombinants digeres par les enzymes de 
restriction Xhol et Hind DI. d ! une bande XhoI-Hind EQ supplementaire de 4,7 kb 
(vecteur pDH5 + 1,17 kb), par rapport a la souche temoin SP92, hybridant a la fois 
avec pDH5 et avec le fragment de 1170 pb. La digestion des clones recombinants par 
Tenzyme de restriction PflMI (sites encadrant le fragment Xhol -Hindin de 1170 pb) 

35 montre la disparition de la bande PflMI-PflMI de 3,1 kb et Tapparition d'une bande a 
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8,8 kb hybridant avec les deux sondes. Ces resultats indiquent que la structure 
genomique des clones analyses est bien celle que Ton attend apres un evenement de 
recombinaison homologue entre pVRC404 et le gene chromosomique snbA . Un de 
ces mutants a ete nomme SP92::pVRC404. 

5 9.4.3. Production de pristinamycines par le mutant SP92: :pVRC404. 

Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant de 
S. pristina espiralis SP92 disrupt^ dans le gene snbA par Integration du plasmide 
pVRC404 f ne produit plus de Pristinamycine L 

Le mutant SP92:rpVRC404, ainsi que la souche SP92, en tant que souche 
10 temoin, ont ete cultives en milieu de production liquide. La fermentation, ainsi que le 
dosage des Pristinamycines I et II, ont ete realises comme decrit dans Texemple 9.1. 
Les resultats ont montre que dans les conditions de fermentation realisees, alors que 
la souche temoin SP92 produit une quantite standard de Pristinamycines I, aucune 
trace de Pristinamycines I n'a 6te detectee dans le mout de fermentation du mutant 
15 SP92::pVRC404. Par ailleurs la production de Pristinamycines II par le mutant 
SP92::pVRC404 est equivalente a celle du temoin SP92. Le mutant 
SP92::pVRC404 ne produit plus que des Pristinamycines IL Ceci montre bien que le 
g&ne snfcA code pour une proteine SnbA impliquee dans la biosynthese des 
Pristinamycines I, comme il avait ete montre lors de la purification dans Texemple 
20 5.2. 

Cet exemple montre, comme dans Texemple precedent, qu'il est possible, a 
partir de genes de biosynthese clones, de construire des souches mutees dans les 
etapes de biosynthese des Pristinamycines et en particulier des Pristinamycines L Cet 
exemple montre egalement qu'il est possible par cette approche de produire des 
25 souches de S. pristinaespiralis produisant specifiquement des Pristinamycines II et 
par extension des souches produisant specifiquement des Pristinamycines I, comme 
decrit dans Texemple suivant: 9.5. Cette meme approche pourrait egalement etre 
utilisee pour les autres souches d'actinomycetes producteurs de streptogramines. 

9.5. Construction d'un mutant de S. pristinaespiralis SP92 disnipte dans le gene 
30 snaD coda nt probablement pour une peptide synthase impliquee dans la biosynthese 
des Pristinamycines II. 

Cet exemple illustre comment il est possible par disruption du gene snaD 
codant probablement pour une peptide synthase impliquee dans la biosynthese des 
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Pristinamycines n, de construire une souche de pristinaespiralis SP92 qui ne 
produit plus de Pristinamycines IL 

Ce mutant a ete construit dans le but de confirmer la fonctionnalite du gene 
snaD et d'obtenir une souche derivee de SP92 ne synthetisant plus que des 
5 Pristinamycines L 

Sa construction a ete realisee a l'aide du plasmide PVRC1000 decrit dans 
l'exemple 6.8. derive du vecteur suicide pDH5, capable de se repliquer chez IL coli 
seulement et portant un marqueur de resistance s'exprimant chez Streptomyces (cf 
exemple 9.1.). 

10 93. 1. Construction du plasmide pVRClOOO. 

Cet exemple illustre comment il est possible de construire tm plasmide ne se 
repliquant pas chez £* pristinaespiralis SP92, qui peut etre utilise pour disrupter par 
simple recombinaison homologue le gene snaD . La construction du plasmide 
pVRClOOO portant une partie du gene snaD est decrit dans l'exemple 6.8. 

15 932. Isolement du mutant SP92 disrupte dans le gene snaD par recombinaison 

homologue. 

Cet exemple illustre comment le mutant de £L pristinaespiralis SP92, disrupte 
dans le gene snaD. a ete construit Ce mutant a ete isole par trarisformation de la 
souche SP92 avec le plasmide suicide pVRClOOO. La preparation des protoplastes et 

20 leur transformation ont ete realisees comme decrit dans l'exemple 9.1. Sur les 5 
transformations realisees avec 1 |ig de pVRClOOO environ 1500 clones resistants au 
thiostrepton ont ete isoles. Ceci donne un taux de recombinants d'environ 375 par fig 
d'ADN. Ces recombinants resultent de Integration p&r simple recombinaison 
homologue entre le gene snaD porte par le chromosome de la souche SP92 et le 

25 fragment BamHI-SstI de 1,5 kb du plasmide suicide pVRClOOO. Une vingtaine de 
recombinants a ete repiquee sur milieu R2YE contenant 400 ng/ml de thiostrepton et 
les spores de ces recombinants ont ete isolees par reetalement et croissance sur 
milieu R2YE contenant 400 Mg/ml de thiostrepton. 

Afin de verifiar la position de l'integration du plasmide pVRClOOO, differents 

30 Southerns de 1'ADN total de 7 clones recombinants, purifies comme deoit ci-dessus, 
ont ete realises et hybrides avec le vecteur pDH5 et le fragment Bam HI-SstI de 
1^ kb contenu dans PVRClOOO utilises successivement comme sondes apres 
marquage avec du [a- 32 P]dCTP comme decrit dans' l'exemple 9.1. Les resultats 
dTiybridation montrent Tapparition, dans le genome des 7 clones recombinants, d'une 
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bande EcqRI de 13,8 kb et d'une bande Bgin de 17 kb environ hybridant avec les 2 
sondes ainsi que dHme bande EcoRI de 3,7 kb hybridant avec la sonde Bam HI-SstI 
de 13 kb. Un de ces mutants a ete nomme SP92::pVRC1000 et correspond bien a 
rintegration par simple recombinaison homologue du plasmide pVRClOOO dans le 
5 gfene snaD . 

9.53. Production de pristinamycines par le mutant SP92: rpVRClOOO. 

Cet exemple illustre comment il est determine que le mutant de 
S. pristina espiralis SP92 disupte dans le gene snaD par rintegration du plasmide 
pVRClOOO, ne produit plus de Pristinamycines II mais seulement des 
10 Pristinamycines L Le mutant SP92::pVRC1000 ainsi que la souche tSmoin SP92 ont 
&e cultivees en milieu de production liquide et leurs productions de Pristinamycines 
n et I dosees comme decrit dans l'exemple 9.1. 

Les resultats ont montre que, dans les conditions de fermentation realises et 
pour les trois temps testes, le mutant SP92::pVRC1000 produit 0 mg/1 de 
15 Pristinamycines n et une quantite de Pristinamycines 1 6quivalente a celle du temoin 
SP92. Ce mutant est done bien bloque dans une etape de biosynthese des 
Pristinamycines II, ce qui montre que le gene snaD code pour une enzyme impliquee 
dans la biosynthtee des Pristinamycines n, et trfcs probablement pour une peptide 
synthase. 

20 Cet exemple montre, comme dans l'exemple precedent, qu'il est possible, a 

partir de g§nes de biosynthese clon6s, de construire des souches mutees dans les 
etapes de biosynthese des Pristinamycines et en particulier des Pristinamycines IL 
Cet exemple montre egalement qu'il est possible par cette approche de produire des 
souches de S. pristinaespiralis produisant specifiquement des Pristinamycines I et par 

25 extension des souches produisant specifiquement des Pristinamycines IL Cette meme 
approche pourrait egalement etre utilisee pour les autres souches d'actinomycetes 
producteurs de streptogramines. 

EXEMPLE 10 : Complementation d'un mutant non producteur de la 
souche SP92. 

30 Cet exemple montre comment il est possible d'exprimer des gdnes de 

biosynthese des Pristinamycines. Cette expression a ete plus particulierement realisee 
pour les genes snaA et snaB portes par le cosmide pIBVl, dans une souche mutante 
derivee de SP92 : SP120. Ce mutant ne produit pas de Pristinamycine UA. D 
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accumule le dernier intermediaire de la voie de biosynthese de la Pristinamycine II : 
Pristinaniycine HB. 

10.1. Clonag e des genes sn aA et snaB dans le vecteur navette pU903. 

Cet exemple illustre comment un sous-fragment du cosmide pIBVl, contenant 
5 les gates snaA et snaB. a ete clone dans un vecteur capable de se repliquer a la fois 
chez & coli et chez Streptomyees . 

Le vecteur pD903 (Lydiate D. J. £t JlL. 1985) est un vecteur navette a faible 
nombre de copies (1 a 3 par cellule), capable de se repliquer a la fois chez Rcoli 
grace a son origine de replication de pBR322 et chez Streptomyces grace a son 
10 origine de replication de SCP2*. Le gene de resistance a l'ampicilline permet la 
selection dans E. coli et le gene de resistance au thiostrepton permet la selection dans 
Streptomyces. 

Le cosmide pEBVl a ete digere par Tenzyme de restriction SstL Un large 
fragment d'ADN de 7,6 kb portant les genes snaA et snaB a ete isole par 

15 electrophorese sur gel d'agarose a 0.8 % et electroelue. 500 ng de ce fragment ont et6 
ligues avec 100 ng du vecteur pUC1813 (Kay et McFherson, 1987) linearise par SstL 
Apr£s transformation de la souche E.coli DH5a (sup E44 Alfi£U169 (f80l3£ZAM15) 
hsdR 17 recAl endA l gyr A96 thi-1 relAl) et selection des transformants sur milieu 
LB solide contenant 150 |ig/ml d'ampicilline et 20 |ig/ml de X-gal, un clone portant 

20 le fragment de 7,6 kb a ete isole. Le plasmide a ete nomme pVRC506. Une 
preparation de ce plasmide recombinant a ete realisee comme decrit dans 1'exemple 
2.1. 

Le clonage dans le vecteur pU903 a ete realise au site Hindi n. Le plasmide 
pVRC506 a ete coupe par Hindi n et le fragment de 7,6 kb portant les genes snaA et 

25 snaB a ete isole par electrophorese sur gel d'agarose a 0.8 % et electroelue. 500 ng de 
ce fragment ont et6 ligues avec 500 ng du vecteur pU903 linearises par Hincffl L 
Apres transformation de la souche JL coli DH5a et selection des transformants sur 
LB solide contenant 150 jig/ml d'ampicilline, un clone portant le fragment de 7,6 kb 
a ete isole. Le plasmide a ete nomme pVRC507. Une preparation de ce plasmide 

30 recombinant a ete realise comme decrit dans 1'exemple 2.1. Sa cartographie est 
presentee figure 30. 



10.2. Expression des gene snaA et snaB dans le mutant SP120. 
Cet exemple illustre comment il est possible de produire les proteines SnaA et 
SnaB chez fL. pristinaespiralis SP92, par introduction dans cette souche, d'un 
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plasmide portant les genes de structure correspondants. L'expression des genes snaA 
et snaB a fete realisee apres transformation de la souche mutante SP120 avec 500 ng 
de plasmide pVRC507. La transformation des protoplastes de SP120 et la sfelection 
des transformants au thiostrepton a fete realisee comme decrit dans l'exemple 9.1*2. 
5 De nombreux transformants ont ete ainsi obtenus et 3 d'entre eux ont etfe 

* 

choisis pour les tests de production en milieu liquide. La souche SP120 portant le 
plasmide pD903 a ete choisie comme temoin. Les fermentations ainsi que 
l'extraction des produits de biosynthese ont ete realises comme decrit en l'exemple 
9.1.3. 

10 Les rfesultats ont montre que dans les conditions de fermentation realisees, 

alors que le temoin (SP120 portant le plasmide pU903) a produit a 24, 28 et 32 
heures de fermentation, 100 % de P IIB et 0 % de P HA, les 3 clones de la souche 
SP120 transformes par le plasmide pVRC507, ont produit pour ces memes temps, 
environ 85 a 80 % de Pristinamycine IIB et 15 a 20 % de Pristinamycine HA, dont la 

15 somrne est equivalente en quantite a la production de Pristinamycine IIB de la 
souche temoin (SP120 portant le plasmide pD903). Les clones portant pVRC507 ont 
bien ete partiellement complementes pour l'fetape de biosynthese des Pristinamycines 
II comespondant & l'oxydation de la liaison 2-3 de la D-proline de l'intermfediaire 
Pristinamycine IIB. Ceci a ete confirme par dosage enzymatique de l'activite 

20 Pristinamycine HA synthase, comme decrit dans l'exemple 5.1.1. A., pour les souches 
SP120 portant pVRC507 et SP120 portant pU903. Alors que la souche temoin 
SP120 portant pU903, ne presente aucune activite Pristinamycine HA synthase, la 
souche SP120 portant pVRC507, presente une activite PEA synthase. 

Cet exemple montre qu'il est possible d'exprimer des gfenes de biosynthese des 

25 Streptogramines. Cette expression a fete fetudiee plus particulierement pour les gfenes 
codant pour la Pristinamycine HA synthase mais les autres genes de biosynthese des 
Pristinamycines II et des Pristinamycines I et ainsi que ceux impliqufes dans la 
biosynthese des composants des differentes Streptogramines peuvent etre ainsi 
exjwimfes. Cette expression peut etre realisee dans des souches mutantes comme c'est 

30 le cas dans l'exemple 10, mais egalement dans des souches productricci. afin 
d'augmenter les niveaux de production des Streptogramines. L'expression peut etre 
modififee par clonage des genes dans un vecteur a nombre de copies different (f aible 
ou felfeve) ou dans un vecteur integratif, par deregulation de ces gfenes, par clonage de 
ces genes sous un promoteur homologue ou heterologue (promoteur fort ou regulfe 

35 specifiquement). L'expression des differents genes de biosynthese des 
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Strep togramines pent egalement etre realisee dans des souches heterologues a partir 
de vecteurs d'expression adaptes, afin de produire des antibiotiques hybrides. 

EXEMPLE 11 : Expression du gene papM de S* pristinaespiralts d ans & 

coli 

5 Cet exemple illlustre comment il est possible d'exprimer un gene de 

S. pristin aespiralts dans IL coli de maniere a pouvoir identifier, purifier et etudier la 
proteine codee par ce g&ne. 

11.1. Construction du pla smide pVRC706. 

L'expression du gene papM dans E. coli est obtenue en plagant ce gene en aval 
10 du promoteur et du site de fixation des ribosomes du gene lacZ de IL coli. Le 
fragment Mlul-Stll de 1,7 kb a ete isole du plasmide pVRC409 decrit dans 
l'exemple 7.8. puis clonfe dans le plasmide pMTL23 (Chambers et al. 1988) coupe au 
site EamHI rempli ulterieurement a l'aide de renzyme Klenow (Maniatis et al. 1989) 
et au site MM pour donner le plasmide pVRC 706 represents sur la figure 31. Le 
15 clonage au site MM permet (fobtenir une fusion en phase entre les 32 premiers 
acides amin6s de la p-galactosidase codee par le gene lacZ du plasmide pMTL23 et 
les onze derniers acides amines du gene situe juste en amont de papM. ce qui permet 
de preserver le couplage traductionnel qui semble exister entre le g&ne papM et ce 
g&ne amont au vu de la sequence nucleotidique donnee dans l'exemple 7.8. Ainsi 
20 l'expression du gene hybride entre IqcZ et le gene amont de papM et celle du gene 
papM est sous le controle des signaux d'expression du gene lacZ . 

11.2. Expression dans la souch e E. coli DH5a du produit du gene papM. 
Les plasmides pVRC706 et pMTL23 on ete introduits par transformation dans 

la souche de £L coli DH5cc et l'expression de leurs genes etudiee dans les conditions 
25 ou le promoteur du g&ne lacZ est induit comme cela est deja decrit (Maniatis et al. 
1989). Les souche de IL £Qli portant le plasmide pVRC706 ou le plasmide controle 
pMTL23 ont ete cultivees dans 500 ml de milieu riche LB contenant 100 jig/ml 
d'ampicilline et 1 inM dTPTG permettant l'induction du promoteur du gene lacZ . On 
preleve ces cultures lorsqu'elles ont atteint une densite optique k 600 nm voisine de 1 
30 et on prepare les extraits proteiques comme il est decrit ci-dessous. 
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11.3. Dosage de 1'activite du produit du gene papM exprime dans E. colt. 
L'activite correspondant a la proteine codee par le gene papM est dosee pour 
les deux extraits prepares a partir des cultures de JL coli portant le plasmide 
pVRC706 ou le plasmide pMTL23 exemple 5.7). II a ete montre que 1'exttait prepare 
5 a partir de la souche IL coli:rpVRC706 catalyse la methylation de la p-amino- 
phenylalanine en pniimethylaniinophenylalanine avec une activite de 235 unites/mg, 
alors que cette activite est absente dans les extraits de la souche controle 
ILffili::pMTL23 (voir exemple 5.7.1.G). Ces iesultats indiquent qu'il est possible 
d* exprimer le gene papM de S.pristinaespiralis dans Ecoli et que la proteine 

10 correspondante est bien l'enzyme catalysant la methylation de la p- 
aminophenylalanine en p-dimethylaminophenylalanine. Get exemple montre qu'il est 
possible d'exprimer des genes de biosynthese des Streptogramines dans des souches 
heterologues (telles que Rcoli. mais aussi dans d^utres microorganismes) a partir de 
vecteurs d ! expression adaptes afin de produire des precurseurs d'antibiotiques ou 

15 meme des antibiotiques naturels ou hybrides. 

EXEMPLE 12 : Mise en evidence de I'homologie de genes impliques dans 
la biosynthese des streptogramines, chez difTerents Streptomyces. 

Cet exemple illustre comment il est possible de mettre en Evidence, par 
hybridation sur des ADN totaux, I'homologie existant entre differents gdnes 
20 impliques dans la biosynthese des Streptogramines chez differentes souches de 
Streptomyces productrices de Streptogramines. 

12,1. Extraction de l'ADN total de differents Streptomyces producteurs de 
Streptogramines. 

Cet exemple illustre comment l'ADN des differentes souches productrices de 
25 streptogramines a 6te purifie. Ces souches de Streptomyces ont ete choisies parmis 
celles decrites dans le tableau 1 : 

Streptomyces IoTdensis 

Streptomyces olivaceus 

Streptomyces ostreogriseus 
30 Streptomyces virginiae 

Une souche non productrice de streptogramines : Streptomyces hv groscopicus 
a ete choisie comme temoin negatif . 
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Les extractions des differents ADN totaux ont ete realisees a partir de cultures 
en milieu YEME, comme decrit dans l'exemple 1. 

12.2. Hybridation des ADNs totaux de souches productrices de 
Streptogramines par des fragments d'ADN contenant des genes impliques dans la 
5 biosynthese des Pristinamycines et i soles de la souche S. pristinaespiralis SP92. 

Cet exemple illustre comment il est possible a partir de genes impliques dans la 
biosynthese des Pristinamycines et isoles de la souche SP92 comme decrit dans les 
exemples precedents, de mettre en evidence des genes homologues par hybridation 
des ADN totaux d'autres souches productrices de Streptogramines. 
10 Les fragment d'ADN utilises comme sonde ont ete : 

Le fragment Xhol-Xhol de 3,6 kb isole a partir du pVRC1106 decrit dans 
l'exemple 6.5. et dont la carte de restriction est presentee figure 18. Ce fragment 
contient une partie du gene codant pour la Pristinamycine I synthase IL 

Le Fragment Bam HI -BamH I de 6 kb isole & partir du plasmide pXL2045, 
15 decrit dans l'exemple 6.3. et dont la carte est presentee dans la figure 16. Ce 
fragment contient les genes de structure des deux sous-unites de la PEA synthase. 

Les ADN totaux des quatre souches productrices de Streptogramines, de la 
souche S. hygroscopicus ainsi que de la souche SP92 ont ete digeres par les enzymes 
de restriction BamH I et XhoL Les fragments d'ADN ainsi obtenus ont ete separgs sur 
20 gel d'agarose 0.7 % et l'ADN a ete transfer^ sur membrane de nylon comme decrit 
par Maniatis £t ill- (1989). Le marquage des fragments Xhol-Xhol de 3,6 kb et 
BamH I -Bam HI de 6 kb a ete realise par marquage par random priming, comme 
decrit dans l'exemple 9.1.2. Les hybridations des membranes ont ete realisees en 
presence de 50 % de formamide a 42°C, comme decrit dans Maniatis fit Hi (1989). 
25 Les lavages des membranes apres hybridation, ont ete realises a 50 et 60°C dans une 
solution contenant du SSC (Maniatis ££ al 1989) dilue 10 fois et du SDS 0.1 %. 

Ces hybridations mettent en evidence les resultats suivants : 

La souche hygroscopicus ne presente aucune hybridation avec les deux 
sondes uti Usees. 

30 Les ADN totaux (digeres par Xho l et BamHI) des souches 3* ostreogriseus. 

S. olivaceus. loTdensis et S*. vir giniae presentent tous des signaux dliybridation 
d^tensite comparable a ceux observes sur l'ADN total de la souche SP92 avec les 
deux sondes utilisees. 
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Cet exemple montre que differentes souches de Streptomyces produisant des 
Streptogramines, comportent des genes hybridant avec des genes isoles chez 
S. pristinaespiralis SP92 et impliques dans la biosynthese des Streptogramines, 
comme decrit dans les exemples precedents, Ces hybridations mettent ainsi en 
5 evidence l'homologie existant entre les genes impliques dans la biosynthese des 
Streptogramines de la souche SP92 et ceux impliques dans la biosynthdse des 
Streptogramines des autres souches productrices de Streptogramines. 

Cet exemple montre done qu'il est possible a partir des genes isoles de SP92 et 
impliques dans la biosynthese des Streptogramines d'isoler par hybridation et 
10 clonage, les g&nes homologues presents chez les autres souches productrices de 
Streptogramines. 

EXEMPLE 13 : Etude de la liaison physique des differents genes de & 
pristinaespiralis SP92 impliques dans la biosynthese des Pristinamycines I et 
des pristinamycines IL 

15 Cet exemple illustre comment il est possible d'etudier la liaison physique 

des genes de & pristinaespiralis SP92 impliques dans la biosynthese des 
Pristinamycines I et IL Cette etude a ete menee dans le but de montrer que tous ces 
genes sont groupes sur le chromosome en un cluster et qu'il est done possible en 
marchant sur le chromosome a partir des gdnes d6ja identifies d'isoler d'autres genes 

20 impliques dans la biosynthese des Pristinamycines I et II. Une telle demarche peut 
ctre envisagee pour les genes impliques dans la biosynthese d'autres 
Streptogramines. 

13.1, Enzvmes de restriction utilisees pour 1'electrophorese a champs pulse. 
Le g6nome de & pristinaespiralis SP92 est compose de 70 % a 75 % de 

25 nucleotides contenant les bases G et C. Pour couper son genome en un faible nombre 
de grands fragments, nous avons utilise des enzymes qui reconnaissent une sequence 
riche en AT telles que Ase l (AT/TAAT), £§gl (AAT/ATT) mais aussi Hind m 
(A/AGCTT), EcqRI (G/AATTC), £&el (CA/TATG) et £M (AT/CGAT). 

13.2. Souches de S. pristina espiralis utilisees pour relectrophorese a champs 

30 pulse. 

Nous avons utilise l'ADN chromosomique de plusieurs souches pour etudier 
par electrophorese a champ pulse la liaison physique des genes impliques dans la 
biosynthese des Pristinamycines I et des Pristinamycines II. Nous avons prepare des 
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inserts comme il est decrit dans 1'exemple 4.1. de l'ADN chromosomique de la 
souche S. pristinaespiralis SP92, mais aussi de l'ADN chromosomique des souches 
derivees de SP92 dont la construction est decrite dans les exemples 9.1. et 9.4. II 
s'agit de la souche SP92::pVRC505 dont le gene snaA a ete disrupte par-integration 
5 du plasmide pVRC505 (exemple 9.1) et de la souche SP92::pVRC404 dont le g6ne 
snbA a ete disrupte par integration du plasmide pVRC404 (exemple 9.4). Ces deux 
demieres souches ont ete incluses dans cette etude car elles ont permis de positiormer 
precisement les genes snaA et snbA sur la carte chromosomique en exploitant la 
presence de sites coupant rarement l'ADN chromosomique Ase l. Sspl . Hindm. 
10 EcoRL Ndel et £1^1 dans les plasmides pVRC505 et pVRC4Q4. 

13.3. Sondes d'ADN utilisees pour les hybridations des fragments isoles par 
electrophorese a champs pulse. 

Nous avons utilise differents fragments d'ADN pour obtenir des sondes 
marquees radioactivement comme il est decrit dans 1'exemple 9.1. que nous avons 

15 hyhridees aux fragments separes par electrophorese a champs pulse aprSs coupure 
enzymatique des inserts d'ADN chromosomique des trois souches presentees 
ci-dessus (exemple 4.2). Les sondes sont les suivantes : le fragment Eco RI -BamH I 
de 3,2 kb isol6 du plasmide pVRC701 portant les genes snaB et samS (cf exemple 
9.2), le Augment BamH l-Sstl de 1,5 kb isole du plasmide pVRC 1000 portant une 

20 partie du gene snaD (cf exemple 6.8.) , le fragment XhoI-Hind M de 1,1 kb isole du 
plasmide pVRC402 portant le gene snbA (cf exemple 6.1), le fragment Pstl-Pstl de 
2,4 kb isole du plasmide pVRC900 portant le gene papA (cf exemples 6.7 et 8.8) et 
le fragment XhoI-PstI de 1,5 kb isole du plasmide pVRC509 portant le gene snaC (cf 
exemple 6.9.). 

25 13.4. Localisation sur le chromosome des differents genes impliques dans 

la biosvnthese de s Pristinamycines I et II et etude de leur liaison physique. 

Les hybridations avec les differentes sondes decrites precedemment des ADN 
chromosomiques des souches & pristinaespiralis SP92, SP92::pVRC404 et 
SP92::pVRC505 coupes par simples digestions et doubles digestions a 1'aide des six 

30 enzymes mentionnees ci-dessus ont conduit a la cartographie generate representee 
sur la figure 32 : la position de sites importants a ete indiquee, ainsi que la position et 
le sens de transcription des genes impliques dans la biosynthese des pristinamycines 
PI et PIL On a ainsi pu calculer la distance separant les 3 regions chromosomiques 
contenant les genes identifies : celle des genes snbA. gnbR. papA et papM (cosmide 
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pIBV2, exemple 5.2) celle des genes snaA. snaB. samS. snaD snbC. snbD. snbE 
(cosmides pEBVl et 3, exemple 5.1), et enfin celle du gene snaC (cosmide pIBV4, 
exemple 5.6). Par exemple, la distance entre les genes snaA et snbA a ete evaluee a 
environ 160-170 kb. Ceci montre que les genes deja identifies sont tous ccmtenus 
5 dans une region couvrant seulement 200 kb du chromosome de la soucfae 
S. pristinaespiralis soit moins de 3 % de la longueur totale du ggnome que nous 
avons pu estimer a 7500 kb par la technique d'electrophorese & champs pulsa 

Ces resultats montrent que les g&ies impliques dans la biosynthese des 
Pristinamycines I et II sont groupes sur le chromosome en im cluster et qu'il est done 
10 possible en marchant sur le chromosome a partir des genes deja identifies d'isoler 
dautres g^nes impliques dans la biosynthese des Pristinamycines I et des 
Pristinamycines n. Plus gen6ralement, il est possible en marchant sur le 
chromosome, & partir de tout gene implique dans la biosynthese des Streptogramines, 
(fidentifier les autres genes impliques dans cette biosynthese. 
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TABLEAU 1 



MICROORGANISMES 



ANTIBIOTIQUES 



CHAMPIGNONS 



Mtcrom 



sp. 



STREPTOMYCES 

S. alborectus 

& conganensis (ATGC13528) 

& diasteticus 

S. graminofasriens 
S. adseus (NRRL2426) 

S. griseoviridus (FERMP3562) 
S. lavendulae 
& Mdsnsis (ATCC11415) 
£. mitakaensis (ATCC15297) 

S. fllbaceus (ATCC12019) 

S. ostreogriseus (ATCC27455) 
& pristinaespiralis (ATCC25486) 
& virpiniae (ATCC13161) 



ACTINOMYCETES 

A. ayranticolQr(ATCC3101 1) 
A^5zmmis(ATCC31157) 
A. daghestanicus 
A. philippinensis 
Actinoplanes sp. (ATCC33002) 
Actinoplanes sp. 



Vemamycines 



Virginiamycines 
F1370 A, B 

Plauracines, Streptogramines 

Streptogramines 

Viridogriseine (Etamycine) 

Griseoviridine 

Neoviridogriseines 

Etamycines 

Vemamycines 

Mikamycines 

Synergistines (PA114 A, B) 

Ostreogrycines 

Prisdnamycines 

Virginiamycines 

(Staphylomycines) 



Plauracines 
Plauracines 
Etamycine 
A-2315 A, B, C 
A15104 

A17002 A, B, C, F 
Madumycines 
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Abreviatinns utilises ; 

ADN : acide deoxyribonucleique 
AMP : adenosine 5-monophosphate 
ATP : adenosine 5-triphosphate 
5 BET : bromure d'ethidium 

bis-tris : (bis[2-hydroxyethyl]imino-tr^ 

bis-tris propane : (1 3-bis [tris (hydroxymethyl) -methylamino]propane) 
BSA : bovine serum albumine 

CLHP : chromatographic liquide haute performance 

10 DO : Densite optique 

DTE : dithioaythritol 

DTT : dithiothreitol 

E64 : trans-epoxysucxrinyl-Weucylamido- (4-guanidino) butane 

EDTA : acide ethylenediaminetetraacetique 

15 EGTA ; acide ethyleneglycol bis (B-aminoethyl) tetraacetique 

FMN : flavine mononucleotide 

FMNH2 : flavine mononucleotide reduite 

Hepes : (N-fZ-hydroxyethyllpiperazine-N-f^thanesulfonic acid]) 

IPTG : isopropyl (i-D-thiogalactopyranoside 

20 kDa : kflodalton 

kb : kilobase 

LB : Luria broth (milieu de croissance riche pour E. coli) 

NAD : nicotinamide dinucleotide 

NADH : nicotinamide dinucleotide reduit 

25 PAGE : electrophorese sur gel polyacrylamide 

pb : pake de base 

PMSF : phenylmethylsulf onyl fluoride 

PR : pyrophosphate 

rpm : revolytion/min 

30 S.A.: sulfate d'ammonium 

SAM : S-adenosylmethionine 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

STI : inhibiteur de trypsine du sqja 

TE : tampon 10 mM Tris-HQ, 1 mM EDTA, pH 7.5 

35 Tris : ammo-2-hydroxylrnethyl-2 propanediol- 1,3 

U.V. : rayons ultra-violets 

Xgal : 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-b-D-galactoside 

YEME : yeast extract-malt extract medium (milieu de croissance riche pour 
Streptomvces) 

40 PEG : Polyethylene glycol 

LMP : Low melting point 

PM : Poids moleculaire 
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LTSTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE- POULENC RORER S.A. 
(8) RUE: 20, avenue Raymond ARON 
(C) VTT.T.K: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

( ii ) TITRE DE L ' INVENTION : POLYPEPTIDES IMPLIQUES DANS LA 
BIOSYNTHESE DES STREPTOGRAMINES , SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES CODANT POUR 
CES POLYPEPTIDES ET UTILISATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 16 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5392 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl&ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOtfHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Streptomyces prist inaespiralis 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 

GGATCCTGGC GTCCGCCGTC AAGAACTGAA CCGAGGAGAC ACCCACCATG ACCGCACCCC 60 

GCCGGCGCAT CACCCTCGCC GGCATCATCG ACGGCCCCGG CGGCCATGTG GCCGCCTGGC 120 

GCCACCCGGC GACCAAGGCG GACGCCCAGC TCGACTTCGA ATTCCACCGC GACAACGCCC 180 

GCACCCTCGA ACGCGGCCTG TTCGACGCCG TGTTCATCGC GGACATCGTC GCCGTGTGGG 240 

GCACCCGCCT GGACTCCCTG TGCCGCACCT CGCGCACCGA GCACTTCGAA CCGCTCACCC 300 

TGCTCGCCGC CTACGCCGCG GTCACCGAGC ACATCGGCCT GTGCGCCACC GCCACCACCA 360 

CGTACAACGA ACCGGCGCAC ATCGCCGCCC GCTTCGCCTC CCTCGACCAC CTCAGCGGCG 420 

GCCGGGCCGG CTGGAACGTC GTCACCTCCG CCGCACCGTG GGAGTCCGCC AACTTCGGCT 480 

TCCCCGAGCA CCTGGAGCAC GGCAAACGCT ACGAGCGGGC CGAGGAGTTC ATCGACGTCG 540 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



99 



TCAAAAAACT GTGGGACAGC GACGGCCGCC CCGTCGACCA CCGCGGCACC CACTTCGAGG 600 
CCCCCGGCCC GCTCGGGATC GCCCGCCCCC CGCAGGGCCG CCCCGTCATC ATCCAGGCCG 660 
GCTCCTCGCC GGTGGGACGC GAGTTCGCCG CCCGGCACGC CGAGGTCATC TTCACCCGGC 720 
ACAACCGGCT CTCCGACGCC CAGGACTTCT ACGGCGACCT CAAGGCACGC GTCGCCCGGC 780 
ACGGCCGCGA CCCCGAGAAG GTCCTCGTGT GGCCGACCCT CGCGCCGATC GTCGCCGCCA 840 
CCGACACCGA GGCGAAGCAG CGCCTGCAGG AACTGCAGGA CCTCACCCAC GACCATGTCG 900 
CCCTGCGCAC CCTTCAGGAC CACCTCGGCG ACGTCGACCT GAGCGCGTAC CCGATCGACG 960 
GGCCCGTCCC CGACATCCCG TACACCAACC AGTCCCAGTC GACGACCGAG CGGCTGATCG 1020 
GCCTGGCCAG GCGCGAGAAC CTCAGCATCC GCGAGCTGGC CCTGCGGCTG ATGGGCGACA 1080 
TCGTCGTCGG CACACCGGAG CAGCTCGCCG ACCACATGGA GAGCTGGTTC ACCGGCCGCG 1140 
GCGCCGACGG CTTCAACATC GACTTCCCGT ACCTGCCGGG CTCCGCCGAC GACTTCGTCG 1200 
ACCACGTGGT GCCCGAACTG CAGCGCCGCG GCCTGTACCG CTCGGGCTAC GAGGGCACCA 1260 
CCCTGCGGGC CAACCTCGGC ATCGACGCCC CCCGGAAGGC AGGTGCAGCG GCTTGACTTC 1320 
CGTCCTAAAG GCGGGGGATT CCAGCGGTCG CCCGCTGGGG TTCCTGCTTC ACCGACGACC 1380 
GCCCCGTCCG GGAGGACTCC CGTTGAGGTC TTATACCGTC TCCACAGGCC GACGCCGCCA 1440 
GCCfCGGCGGC CAGGATGTTG CGTGCCGCAT TCACGTCGCG GTCATGCACA GCGCCGCAGT 1500 
CGCACGTCCA CTCCCGGACG TTCAGCGGCA GCTTCCCGCG GACCGTGCCG CAGGTTCCGC 1560 
ACAGCTTGGA GCTGGGGAAC CAGCGGTCGA TCACGACGAG TTCGCGCCCA TACCAGGCGC 1620 
ACTTGTACTC CAGCATGGAG CGCAGTTCCG TCCAGGCCGC GTCGGAGATG GCGCGCGCGA 1680 
GCTTGCCGTT CTTCAGCAGG TTGCGGACGG TGAGGTCCTC GATCACGACC GTTTGGTTCT 1 740 
CACGGACGAG TCGAGTCGAC AGCTTGTGGA GGAAGTCGCA GCGCCGGTCG GTGATCCGGG 1800 
CGTGGACGCG GGCGACCTTG CGGCGGGCTT TCTTCCGGTT CGCCGACCCC TTCGCCTTGC 1860 
GCGACACGTC CCGCTGAGCC TTCGCGAGGC GGGCGCGGTC ACGGCGCTCG TGCTTGGGGT 1920 
TGGTGATCTT CTCCCCGGTG GACAGGGTCA CCAGGGAGGT GATCCCGGCG TCGATGCCGA 1980 
CGGCCGCCGT GGTGGCGGGC GCGGGGGTGA TGGTGTCCTC GCACAGCAGG GACACGAACC 2040 
AGCGGCCCGC ACGGTCGCGG GACACGGTCA CCGTCGTCGG CTCCGCCCCT TCGGGAAGGG 2100 
GACGGGACCA GCGGATGTCC AGGGGCTCCG CGGTCTTCGC CAGCGTGAGC TGTCCGTTAC 2160 
GCCACGTGAA GGCGCTGCGG GTGTACTCGG CCGACGCCCT GGACTTTTTC CGCGACTTGT 2220 
ACCGCGGGTA CTTCGACCGC TTGGCGAAGA AGTTGGCGAA CGCCGTCTGC AAGTGCCGCA 2280 
GCGCCTGCTG GAGCGGGACG GAGGACACCT CCGAGAGGAA GGCGAGTTCT TCGGTCTTCT 2340 
TCCACTCCGT CAGCGCGGCG GACGACTGCA CGTAGGAGAC CCGGCGCTGC TCGCCGTACG 2400 
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AGGCTCGCGT 


GCGCCCCTCA 


AGCGCCTTGT 


TGTACACGAG 


GCGGACACAG 


CCGAACGTGC 


2460 


GGGACAGCTC 


AGCCGCCTGC 


TCGTCCGTGG 


GATAAAAGCG 


GTACTTGAAA 


GCCCGCTTGA 


2520 


CCTGCTGCAT 


CACGCCTCAC 


ACGCTATCAG 


TTCCCGTGTG 


AGCGGCGGGT 


GTCTGCCGGT 


2580 


GGTTGCAGAC 


GCCGAACCGC 


CCTGGCGGCG 


ATTCGCCCAT 


CCCTGCCCTG 


CTCCGCAAGA 


2640 


GCTTCGTCTC 


CTCCCCGGTC 


TGAAGGCCGG 


GGTATCCACG 


AAGGAATTCT 


GATGACCGCG 


2700 


CCCATCCTCG 


TCGCCACCCT 


CGACACCCGC 


GGCCCCGCCG 


CCACCCTCGG 


CACGATCACC 


2760 


CGCGCCGTGC 


GGGCCGCGGA 


GGCCGCCGGA 


TTCGACGCCG 


TCCTGATCGA 


CGACCGGGCC 


2820 


GCCGCCGGCG 


TCCAGGGCCG 


GTTCGAGACG 


ACGACGCTGA 


CCGCCGCGCT 


GGCCGCCGTC 


2880 


ACCGAGCACA 


TCGGCCTGAT 


CACCGCCCCG 


CTCCCGGCCG 


ACCAGGCCCC 


CTACCACGTG 


2940 


TCCCGGATCA 


CCGCCTCGCT 


CGACCACCTC 


GCCCACGGCC 


GCACCGGCTG 


GCTCGCGAGC 


3000 


ACGGACACCA 


CCGACCCCGA 


GGGCCGCACC 


GGCGAACTCA 


TCGACGTCGT 


CCGCGGCCTG 


3060 


TGGGACAGCT 


TCGACGACGA 


CGCCTTCGTC 


CACGACCGCG 


CCGACGGCCT 


GTACTGGCGG 


3120 


CTGCCCGCCG 


TCCACCAACT 


CGACCACCAG 


GGCAGGCACT 


TCGACGTGGC 


CGGCCCCCTC 


3180 


AACGTCGCCC 


GCCCGCCGCA 


GGGCCACCCC 


GTCGTCGCCG 


TCACCGGCCC 


CGCCCTCGCC 


3240 


GCGGCCGCCG 


ACCTCGTCCT 


GCTCGACGAG 


GCGGCCGACG 


CCGCCTCGGT 


GAAGCAGCAG 


3300 


GCACCGCACG 


CCAAGATCCT 


CCTGCCGCTG 


CCCGGCCCGG 


CCGCCGAACT 


GCCCGCCGAC 


3360 


AGCCCCGCGG 


ACGGCTTCAC 


GGTGGCGCTC 


ACCGGCTCCG 


ACGACCCGGT 


CCTCGCCGCG 


3420 


CTCGCCGCCC 

* 


GGCCCGGCCG 


CCCGGACCGC 


ACCGCGGCCA 


CCACCCTGCG 


CGAACGCCTG 


3480 


GGCCTGGCCC 


GCCCCGAGAG 


CCGCCACGCC 


CTCACCACCG 


CCTGACGACC 


CGTCCGCCCG 


3540 


CTGCTTCCTG 


GAGAGTCATG 


TCCCGTCGCC 


TGTTCACCTC 


GGAGTCCGTG 


ACCGAGGGCC 


3600 


ACCCCGACAA 


GATCGCCGAC 


CAGATCAGTG 


ACACCGTCCT 


CGACGCCCTG 


CTGCGCGAGG 


3660 


ACCCCGCCTC 


ACGCGTCGCG 


GTCGAGACCC 


TGATCACCAC 


CGGCCAGGTC 


CACATCGCCG 


3720 


GCGAGGTCAC 


CACCAAGGCG 


TACGCGCCCA 


TCGCCCAACT 


GGTCCGCGAC 


ACGATCCTGG 


3780 



CCATCGGCTA CGACTCGTCC GCCAAGGGCT TCGACGGCGC CTCCTGCGGC GTCTCCGTCT 3840 

CCATCGGCGC GCAGTCCCCG GACATCGCCC AGGGCGTCGA CAGCGCCTAC GAGACCCGCG 3900 

TCGAGGGCGA GGACGACGAG CTCGACCAGC AGGGCGCCGG CGACCAGGGC CTGATGTTCG 3960 

GCTACGCCAC CGACGAGACC CCCTCGCTGA TGCCGCTGCC CATCGAGCTC GCCCACCGCC 4020 

TCTCGCGCCG GCTCACCGAG GTCCGCAAGG ACGGCACCGT CCCCTACCTG CGCCCCGACG 4080 

GCAAGACCCA GGTCACCATC GAGTACCAGG GCAGCCGCCC GGTGCGCCTG GACACCGTCG 4140 

TCGTCTCCTC CCAGCACGCC GCCGACATCG ACCTCGGCTC CCTGCTCACC CCCGACATCC 4200 

GCGAGCACGT CGTCGAGCAC GTCCTCGCCG CACTCGCCGA GGACGGCATC AAGCTCGAGA 4260 

CGGACAACTA CCGCCTGCTG GTCAACCCGA CCGGCCGTTT CGAGATCGGC GGCCCGATGG 4320 
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GCGACGCCGG CCTGACCGGC CGCAAGATCA TCATCGACAC GTACGGCGGC ATGGCCCGCC 4380 
ACGGCGGTGG CGCGTTCTCC GGCAAGGACC CGTCCAAGGT CGACCGTTCC GCCGCGTACG 4440 
CGATGCGCTG GGTCGCCAAG AACGTCGTCG CCGCGGGCCT CGCCTCCCGC TGCGAGGTCC 4500 
AGGTCGCCTA CGCCATCGGC AAGGCCGAGC CGGTCGGCCT GTTCGTCGAG ACGTTCGGCA 4560 
CCGGCACCGT CGCCCAGGAG CGCATCGAGA AGGCCATCAC CGAGGTCTTC GACCTGCGCC 4620 
CCGCGGCCAT CATCCGCGAC CTCGACCTGC TGCGGCCCAT CTACGCCGCC ACCGCCGCCT 4680 
ACGGCCACTT CGGCCGCGAA CTGCCCGACT TCACCTGGGA GCGGACCGAC CGCGCCCACC 4740 
GGCTCAAGGC CGCGGCCGGT CTCTGAGCCG GCCGGACCTG TGAGGAGACC TGACGTGCGC 4800 
ATCGCTGTCA CCGGTTCCAT CGCCACCGAC CATCTGATGG TCTTCCCCGG CCGGTTCGCG 4860 
GATCAGCTGA TCCCCGACCA GCTCGCTCAT GTCTCGCTCT CCTTCCTGGT CGACGCACTC 4920 
GAGGTGCGCC GGGGCGGAGT GGCGGACAAC GTCGCCTTCG GCCTCGGCGG CCTCGGCCTC 4980 
ACCCCCCAGC TGGTCGGCGC CGTGGGCAGC GACTTCGCCG AGTACGAGGT CTGGCTCAAG 5040 
GAACACGGCG TCGACACCGG CCCCGTCCTG GTCTCCACCG AGCGGCAGAC CGCCCGGTTC 5100 
ATGTGCATCA CCGACCAGGA CTCCAACCAG ATCGCCTCCT TCTACGCGGG CGCCATGCAA 5160 
GAGGCCCGCG ACATCGACCT GTGGCACCTG ACCACCGGCA GCGTCCGCCC CGACCTCGTC 5220 
CTGGTCTGCC CGAACGACCC GGCGGCGATG CTGCGCCACA CGGGGAGTGC CGCGAAACTG 5280 
GGCCTGCCGT TCGCCGCCGA CCCCTCCCAG CAGCTCGCCC GCCTGGAGGG ' AGGGAGCTAC 5340 
GCGAACTCGG TCGACGGGGC CCGTTGGTTT TTCACCAACG AAGTACGAGG CC 5392 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1269 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclSigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS : Streptomyces prist inaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . .1269 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID foO: 2: 
ATG ACC GCA CCC CGC CGG CGC ATC ACC CTC GCC GGC ATC ATC GAC GGC 48 
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Met Thr Ala Pro Arg Arg Arg lie Thr Leu Ala Gly He He Asp Gly 
15 10 15 

CCC GGC GGC CAT GTG GCC GCC TGG CGC CAC CCG GCG ACC AAG GCG GAC 
Pro Gly Gly His Val Ala Ala Trp Arg His Pro Ala Thr Lys Ala Asp 

20 25 30 

GCC CAG CTC GAC TTC GAA TTC CAC CGC GAC AAC GCC CGC ACC CTC GAA 
Ala Gin Leu Asp Phe Glu Phe His Arg Asp Asn Ala Arg Thr Leu Glu 
35 40 45 

CGC GGC CTG TTC GAC GCC GTG TTC ATC GCG GAC ATC GTC GCC GTG TGG 
Arg Gly Leu Phe Asp Ala Val Phe He Ala Asp He Val Ala Val Trp 
50 55 60 

GGC ACC CGC CTG GAC TCC CTG TGC CGC ACC TCG CGC ACC GAG CAC TTC 
Gly Thr Arg Leu Asp Ser Leu Cys Arg Thr Ser Arg Thr Glu His Phe 
65 70 75 80 

GAA CCG CTC ACC CTG CTC GCC GCC TAG GCC GCG GTC ACC GAG CAC ATC 
Glu Pro Leu Thr Leu Leu Ala Ala Tyr Ala Ala Val Thr Glu His He 

85 90 95 

GGC CTG TGC GCC ACC GCC ACC ACC ACG TAC AAC GAA CCG GCG CAC ATC 
Gly Leu Cys Ala Thr Ala Thr Thr Thr Tyr Asn Glu Pro Ala His He 

100 105 110 

GCC GCC CGC TTC GCC TCC CTC GAC CAC CTC AGC GGC GGC CGG GCC GGC 
Ala Ala Arg Phe Ala Ser Leu Asp His Leu Ser Gly Gly Arg Ala Gly 
115 120 125 

TGG AAC GTC GTC ACC TCC GCC GCA CCG TGG GAG TCC GCC AAC TTC GGC 
Trp Asn Val Val Thr Ser Ala Ala Pro Trp Glu Ser Ala Asn Phe Gly 
130 135 140 

TTC CCC GAG CAC CTG GAG CAC GGC AAA CGC TAC GAG CGG GCC GAG GAG 
Phe Pro Glu His Leu Glu His Gly Lys Arg Tyr Glu Arg Ala Glu Glu 
145 150 155 160 

TTC ATC GAC GTC GTC AAA AAA CTG TGG GAC AGC GAC GGC CGC CCC GTC 
Phe He Asp Val Val Lys Lys Leu Trp Asp Ser Asp Gly Arg Pro Val 

165 170 175 

GAC CAC CGC GGC ACC CAC TTC GAG GCC CCC GGC CCG CTC GGG ATC GCC 
Asp His Arg Gly Thr His Phe Glu Ala Pro Gly Pro Leu Gly He Ala 

180 185 190 

CGC CCC CCG CAG GGC CGC CCC GTC ATC ATC CAG GCC GGC TCC TCG CCG 
Arg Pro Pro Gin Gly Arg Pro Val He He Gin Ala Gly Ser Ser Pro 
195 200 205 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



GTG GGA CGC GAG TTC GCC GCC CGG CAC GCC GAG GTC ATC TTC ACC CGG 672 
Val Gly Arg Glu Phe Ala Ala Arg His Ala Glu Val He Phe Thr Arg 
210 215 220 

CAC AAC CGG CTC TCC GAC GCC CAG GAC TTC TAC GGC GAC CTC AAG GCA 720 
His Asn Arg Leu Ser Asp Ala Gin Asp Phe Tyr Gly Asp Leu Lys Ala 
225 230 235 240 

CGC GTC GCC CGG CAC GGC CGC GAC CCC GAG AAG GTC CTC GTG TGG CCG 768 
Arg Val Ala Arg His Gly Arg Asp Pro Glu Lys Val Leu Val Trp Pro 

245 250 255 
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ACC CTC GCG CCG ATC GTC GCC GCC ACC GAC ACC GAG GCG AAG CAG CGC 
Thr Leu Ala Pro lie Val Ala Ala Thr Asp Thr Glu Ala Lys Gin Arg 

260 265 270 

CTG CAG GAA CTG CAG GAC CTC ACC CAC GAC CAT GTC GCC CTG CGC ACC 
Leu Gin Glu Leu Gin Asp Leu Thr His Asp His Val Ala Leu Arg Thr 
275 280 285 

CTT CAG GAC CAC CTC GGC GAC GTC GAC CTG AGC GCG TAC CCG ATC GAC 
Leu Gin Asp His Leu Gly Asp Val Asp Leu Ser Ala Tyr Pro lie Asp 
290 295 300 

GGG CCC GTC CCC GAC ATC CCG TAC ACC AAC CAG TCC CAG TCG ACG ACC 
Gly Pro Val Pro Asp lie Pro Tyr Thr Asn Gin Ser Gin Ser Thr Thr 
305 310 315 320 

GAG CGG CTG ATC GGC CTG GCC AGG CGC GAG AAC CTC AGC ATC CGC GAG 
Glu Arg Leu He Gly Leu Ala Arg Arg Glu Asn Leu Ser He Arg Glu 

325 330 335 

CTG GCC CTG CGG CTG ATG GGC GAC ATC GTC GTC GGC ACA CCG GAG CAG 
Leu Ala Leu Arg Leu Met Gly Asp He Val Val Gly Thr Pro Glu Gin 

340 345 350 

CTC GCC GAC CAC ATG GAG AGC TGG TTC ACC GGC CGC GGC GCC GAC GGC 
Leu Ala Asp His Met Glu Ser Trp Phe Thr Gly Arg Gly Ala Asp Gly 
355 360 365 

TTC AAC ATC GAC TTC CCG TAC CTG CCG GGC TCC GCC GAC GAC TTC GTC 
Phe Asn He Asp Phe Pro Tyr Leu Pro Gly Ser Ala Asp Asp Phe Val 
370 375 380 

GAC CAC GTG GTG CCC GAA CTG CAG CGC CGC GGC CTG TAC CGC TCG GGC 
Asp His Val Val Pro Glu Leu Gin Arg Arg Gly Leu Tyr Arg Ser Gly 
385 390 395 400 

TAC GAG GGC ACC ACC CTG CGG GCC AAC CTC GGC ATC GAC GCC CCC CGG 
Tyr Glu Gly Thr Thr Leu Arg Ala Asn Leu Gly He Asp Ala Pro Arg 

405 410 415 

AAG GCA GGT GCA GCG GCT TG 
Lys Ala Gly Ala Ala Ala 

420 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



1248 



1269 



<2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 834 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Streptomyces pristinaespiralis 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
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(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..834 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 3: 

ATG ACC GCG CCC ATC CTC GTC GCC ACC CTC GAC ACC CGC GGC CCG GCC 48 
Met Thr Ala Pro lie Leu Val Ala Thr Leu Asp Thr Arg Gly Pro Ala 
1 5 10 15 

GCC ACC CTC GGC ACG ATC ACC CGC GCC GTG CGG GCC GCG GAG GCC GCC 96 
Ala Thr Leu Gly Thr lie Thr Arg Ala Val Arg Ala Ala Glu Ala Ala 

20 25 30 

GGA TTC GAC GCC GTC CTG ATC GAC GAC CGG GCC GCC GCC GGC GTC CAG 144 
Gly Phe Asp Ala Val Leu lie Asp Asp Arg Ala Ala Ala Gly Val Gin 
35 40 45 

GGC CGG TTC GAG ACG ACG ACG CTG ACC GCC GCG CTG GCC GCC GTC ACC 192 
Gly Arg Phe Glu Thr Thr Thr Leu Thr Ala Ala Leu Ala Ala Val Thr 
50 55 60 

GAG CAC ATC GGC CTG ATC ACC GCC CCG CTC CCG GCC GAC CAG GCC CCC 240 
Glu His lie Gly Leu lie Thr Ala Pro Leu Pro Ala Asp Gin Ala Pro 
65 70 75 80 

TAC CAC GTG TCC CGG ATC ACC GCC TCG CTC GAC CAC CTC GCC CAC GGC 288 
Tyr His Val Ser Arg lie Thr Ala Ser Leu Asp His Leu Ala His Gly 

85 90 95 

CGC ACC GGC TGG CTC GCG AGC ACG GAC ACC ACC GAC CCC GAG GGC CGC 336 
Arg Thr Gly Trp Leu Ala Ser Thr Asp Thr Thr Asp Pro Glu Gly Arg 

100 105 110 

ACC GGC GAA CTC ATC GAC GTC GTC CGC GGC CTG TGG GAC AGC TTC GAC 384 
Thr Gly Glu Leu lie Asp Val Val Arg Gly Leu Trp Asp Ser Phe Asp 
115 120 125 

GAC GAC GCC TTC GTC CAC GAC CGC GCC GAC GGC CTG TAC TGG CGG CTG 432 
Asp Asp Ala Phe Val His Asp Arg Ala Asp Gly Leu Tyr Trp Arg Leu 
130 135 140 

CCC GCC GTC CAC CAA CTC GAC CAC CAG GGC AGG CAC TTC GAC GTG GCC 480 
Pro Ala Val His Gin Leu Asp His Gin Gly Arg His Phe Asp Val Ala 
145 150 155 160 

GGC CCC CTC AAC GTC GCC CGC CCG CCG CAG GGC CAC CCC GTC GTC GCC 528 
Gly Pro Leu Asn Val Ala Arg Pro Pro Gin Gly His Pro Val Val Ala 

165 170 175 

GTC ACC GGC CCC GCC CTC GCC GCG GCC GCC GAC CTC GTC CTG CTC GAC 576 
Val Thr Gly Pro Ala Leu Ala Ala Ala Ala Asp Leu Val Leu Leu Asp 

180 185 190 

GAG GCG GCC GAC GCC GCC TCG GTG AAG CAG CAG GCA CCG CAC GCC AAG 624 
Glu Ala Ala Asp Ala Ala Ser Val Lys Gin Gin Ala Pro His Ala Lys 
195 200 205 

ATC CTC CTG CCG CTG CCC GGC CCG GCC GCC GAA CTG CCC GCC GAC AGC 672 
lie Leu Leu Pro Leu Pro Gly Pro Ala Ala Glu Leu Pro Ala Asp Ser 
210 215 220 

CCC GCG GAC GGC TTC ACG GTG GCG CTC ACC GGC TCC GAC GAC CCG GTC 720 
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Pro Ala Asp Gly Phe Thr Val Ala Leu Thr Gly Ser Asp Asp Pro Val 
225 230 235 240 

GTG GCC G(2G CTC GCC GCC CGG CCC GGC CGC CCG GAC CGC ACC GCG GCC 
Leu Ala Ala Leu Ala Ala Arg Pro Gly Arg Pro Asp Arg Thr Ala Ala 

245 250 255 

ACC ACC CTG CGC GAA CGC CTG GGC CTG GCC CGC CCC GAG AGC CGC CAC 
Thr Thr Leu Arg Glu Arg Leu Gly Leu Ala Arg Pro Glu Ser Arg His 

260 265 270 

GCC CTC ACC ACC GCC TG 
Ala Leu Thr Thr Ala 
275 



768 



816 



834 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1209 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Streptomyces prist inaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 ..1209 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

ATG TCC CGT CGC CTG TTC ACC TCG GAG TCC GTG ACC GAG GGC CAC CCC 48 
Met Ser Arg Arg Leu Phe Thr Ser Glu Ser Val Thr Glu Gly His Pro 
15 10 15 

GAC AAG ATC GCC GAC CAG ATC AGT GAC ACC GTC CTC GAC GCC CTG CTG 96 
Asp Lys lie Ala Asp Gin lie Ser Asp Thr Val Leu Asp Ala Leu Leu 

20 25 30 

CGC GAG GAC CCC GCC TCA CGC GTC GCG GTC GAG ACC CTG ATC ACC ACC 144 
Arg Glu Asp Pro Ala Ser Arg Val Ala Val Glu Thr Leu lie Thr Thr 
35 40 45 

GGC CAG GTC CAC ATC GCC GGC GAG GTC ACC ACC AAG GCG TAC GCG CCC 192 
Gly Gin Val His He Ala Gly Glu Val Thr Thr Lys Ala Tyr Ala Pro 
50 55 60 

ATC GCC CAA CTG GTC CGC GAC ACG ATC CTG GCC ATC GGC TAC GAC TCG 240 
He Ala Gin Leu Val Arg Asp Thr He Leu Ala He Gly Tyr Asp Ser 
65 70 75 80 

TCC GCC AAG GGC TTC GAC GGC GCC TCC TGC GGC GTC TCC GTC TCC ATC 288 
Ser Ala Lys Gly Phe Asp Gly Ala Ser Cys Gly Val Ser Val Ser He 

85 90 95 
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GGC GCG CAG TCC CCG GAC ATC GCC CAG GGC GTC GAC AGC GCC TAC GAG 336 
Gly Ala Gin Ser Pro Asp He Ala Gin Gly Val Asp Ser Ala Tyr Glu 

100 105 110 

ACC CGC GTC GAG GGC GAG GAC GAC GAG CTC GAC CAG CAG GGC GCC GGC 384 
Thr Arg Val Glu Gly Glu Asp Asp Glu Leu Asp Gin Gin Gly Ala Gly 
115 120 125 

GAC CAG GGC CTG ATG TTC GGC TAC GCC ACC GAC GAG ACC CCC TCG CTG 432 
Asp Gin Gly Leu Met Phe Gly Tyr Ala Thr Asp Glu Thr Pro Ser Leu 
130 135 140 



ATG CCG CTG CCC ATC GAG CTC GCC CAC CGC CTC TCG CGC CGG CTC ACC 480 
Met Pro Leu Pro He Glu Leu Ala His Arg Leu Ser Arg Arg Leu Thr 
145 150 155 160 

GAG GTC CGC AAG GAC GGC ACC GTC CCC TAC CTG CGC CCC GAC GGC AAG 528 
Glu Val Arg Lys Asp Gly Thr Val Pro Tyr Leu Arg Pro Asp Gly Lys 

165 170 175 

ACC CAG GTC ACC ATC GAG TAC CAG GGC AGC CGC CCG GTG CGC CTG GAC 576 
Thr Gin Val Thr He Glu Tyr Gin Gly Ser Arg Pro Val Arg Leu Asp 

180 185 190 

ACC GTC GTC GTC TCC TCC CAG CAC GCC GCC GAC ATC GAC CTC GGC TCC 624 
Thr Val Val Val Ser Ser Gin His Ala Ala Asp He Asp Leu Gly Ser 
195 200 205 

CTG CTC ACC CCC GAC ATC CGC GAG CAC GTC GTC GAG CAC GTC CTC GCC 672 
Leu Leu Thr Pro Asp He Arg Glu His Val Val Glu His Val Leu Ala 
210 215 220 

GCA CTC GCC GAG GAC GGC ATC AAG CTC GAG ACG GAC AAC TAC CGC CTG 720 
Ala Leu Ala Glu Asp Gly He Lys Leu Glu Thr Asp Asn Tyr Arg Leu 
225 230 235 240 

CTG GTC AAC CCG ACC GGC CGT TTC GAG ATC GGC GGC CCG ATG GGC GAC 768 
Leu Val Asn Pro Thr Gly Arg Phe Glu He Gly Gly Pro Met Gly Asp 

245 250 255 

GCC GGC CTG ACC GGC CGC AAG ATC ATC ATC GAC ACG TAC GGC GGC ATG 816 
Ala Gly Leu Thr Gly Arg Lys He He He Asp Thr Tyr Gly Gly Met 

260 265 270 

GCC CGC CAC GGC GGT GGC GCG TTC TCC GGC AAG GAC CCG TCC AAG GTC 864 
Ala Arg His Gly Gly Gly Ala Phe Ser Gly Lys Asp Pro Ser Lys Val 
275 280 285 

GAC CGT TCC GCC GCG TAC GCG ATG CGC TGG GTC GCC AAG AAC GTC GTC 912 
Asp Arg Ser Ala Ala Tyr Ala Met Arg Trp Val Ala Lys Asn Val Val 
290 295 300 

GCC GCG GGC CTC GCC TCC CGC TGC GAG GTC CAG GTC GCC TAC GCC ATC 960 
Ala Ala Gly Leu Ala Ser Arg Cys Glu Val Gin Val Ala Tyr Ala He 
305 310 315 320 

GGC AAG GCC GAG CCG GTC GGC CTG TTC GTC GAG ACG TTC GGC ACC GGC 1008 
Gly Lys Ala Glu Pro Val Gly Leu Phe Val Glu Thr Phe Gly Thr Gly 

325 330 335 



ACC GTC GCC CAG GAG CGC ATC GAG AAG GCC ATC ACC GAG GTC TTC GAC 1056 
Thr Val Ala Gin Glu Arg He Glu Lys Ala He Thr Glu Val Phe Asp 
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340 



345 



350 



CTG CGC CCC GCG GCC ATC ATC CGC GAC CTC GAC CTG CTG CGG CCC ATC 
Leu Arg Pro Ala Ala He He Arg Asp Leu Asp Leu Leu Arg Pro He 
355 360 365 

TAG GCC GCC ACC GCC GCC TAC CGC CAC TTC GCC CGC GAA CTG CCC GAC 
Tyr Ala Ala Thr Ala Ala Tyr Gly His Phe Gly Arg Glu Leu Pro Asp 
370 375 380 

TTC ACC TGG GAG CGG ACC GAC CGC GCC CAC CGG CTC AAG GCC GCG GCC 
Phe Thr Trp Glu Arg Thr Asp Arg Ala His Arg Leu Lys Ala Ala Ala 
385 390 395 400 

GGT CTC TG 
Gly Leu 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1879 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl§ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(ill) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Streptomyces prist inaespiralis 

(±x) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 110.. 1858 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GATOGGCTCC TGACGGAGCG GCGGCGCGCG GGCGCGGCGC ATCAGCGGCG TGTCAACGGC 

GCTGCCGACA CTGGGCGCGA CGCGAGGACG AAGCCGGAAA GGACCAACG ATG CTG 

Met Leu 
1 

GAC GGA TGC GTT CCC TGG CCC GAG GAT GTG GCC GCG AAG TAC CGG GCG 
Asp Gly Cys Val Pro Trp Pro Glu Asp Val Ala Ala Lys Tyr Arg Ala 
5 10 15 

GCC GGC TAC TGG CGG GGC GAG CCG CTG GGC ATG CTG CTG GCC CGC TGG 
Ala Gly Tyr Trp Arg Gly Glu Pro Leu Gly Met Leu Leu Gly Arg Trp 
20 25 30 

GCG GAG CAG TAC GGC GAG CGG GAG GCG CTG GTC GGC GCG GAC GGG TGC 
Ala Glu Gin Tyr Gly Glu Arg Glu Ala Leu Val Gly Ala Asp Gly Cys 
35 40 45 50 

TCC CGT GTC ACC TAC CGT GCC CTG GAC CGC TGG TGC GAC CGG CTG GCG 
Ser Arg Val Thr Tyr Arg Ala Leu Asp Arg Trp Cys Asp Arg Leu Ala 



1104 
1152 
1200 
1209 



60 
115 

163 

211 

259 

307 



55 



60 



65 
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GCG GGG TTC GCG GCG CGC GGG ATC GGC GCC GGC GAG CGG GTG CTG GTG 
Ala Gly Phe Ala Ala Arg Gly lie Gly Ala Gly Glu Arg Val Leu Val 

70 75 80 



355 



CAG CTG CCG AAC ACG CCC GAG TTC GTC GCG GTG TGC TTC GCG CTG TTC 
Gin Leu Pro Asn Thr Pro Glu Phe Val Ala Val Cys Phe Ala Leu Phe 
85 90 95 



403 



CGT CTG GGC GCG CTG CCG GTG TTC GCG CTG CCC GCG CAC CGT GCC GCC 
Arg Leu Gly Ala Leu Pro Val Phe Ala Leu Pro Ala His Arg Ala Ala 
100 105 110 



451 



GAG GTG GGG CAC CTG CTC GAG CTG TCC GGC GCC GTC GCC CAC ATC CTG 
Glu Val Gly His Leu Leu Glu Leu Ser Gly Ala Val Ala His He Leu 
115 120 125 130 



499 



CCG GGC ACC GGC ACC GGC TAC GAC CAT GTC GCG GCG GCC GTG GAG GCC 
Pro Gly Thr Gly Thr Gly Tyr Asp His Val Ala Ala Ala Val Glu Ala 

135 140 145 



547 



CGT GCC CGC CGT GCC CGC CCG GTG CAG GTG TTC GTG GCG GGC GAG GCG 
Arg Ala Arg Arg Ala Arg Pro Val Gin Val Phe Val Ala Gly Glu Ala 

150 155 160 



595 



CCC GCG GTG CTG CCC GAG GGG TTC ACC GCG CTG GCC GAC GTG GAC GGC 
Pro Ala Val Leu Pro Glu Gly Phe Thr Ala Leu Ala Asp Val Asp Gly 
165 170 175 



643 



GAC CCG GTG GCG CCG GCG GAC GTG GAC GCC TTC CGA CGT GGC GTC TTC 
Asp Pro Val Ala Pro Ala Asp Val Asp Ala Phe Arg Arg Gly Val Phe 
180 185 190 



691 



CTG CTG TCC GGG GGG ACG ACC GCG CTG CCG AAG CTG ATC CCG CGC ACC 
Leu Leu Ser Gly Gly Thr Thr Ala Leu Pro Lys Leu He Pro Arg Thr 
195 200 205 210 



739 



CAC GAC GAC TAC GCC TAC CAG TGC CGG GTC ACG GCC GGT ATC TGC GGC 
His Asp Asp Tyr Ala Tyr Gin Cys Arg Val Thr Ala Gly He Cys Gly 

215 220 225 



787 



CTG GAC GCG GAC AGT GTC TAT CTG GCG GTG CTG CCG GCC GAG TTC AAC 
Leu Asp Ala Asp Ser Val Tyr Leu Ala Val Leu Pro Ala Glu Phe Asn 

230 235 240 



835 



TTC CCC TTC GGC TGC CCG GGC ATC CTG GGC ACC CTG CAC GCC GGC GGG 
Phe Pro Phe Gly Cys Pro Gly He Leu Gly Thr Leu His Ala Gly Gly 
245 250 255 



883 



CGG GTG GTG TTC GCG CTG TCA CCG CAG CCC GAG GAG TGC TTC GCG CTG 
Arg Val Val Phe Ala Leu Ser Pro Gin Pro Glu Glu Cys Phe Ala Leu 
260 265 270 



931 



ATC GAA CGC GAA CAC GTC ACC TTC ACC TCC GTC ATC CCC ACG ATC GTG 
He Glu Arg Glu His Val Thr Phe Thr Ser Val He Pro Thr He Val 
275 280 285 290 



979 



CAC CTG TGG CTG GCG GCC GCC GCA CAA GGC CAC GGC CGC GAC CTG GGC 
His Leu Trp Leu Ala Ala Ala Ala Gin Gly His Gly Arg Asp Leu Gly 

295 300 305 



1027 



AGC CTT CAG CTG CTG CAG GTC GGC AGC GCC AAA CTC CAC GAG GAG CTC 1075 
Ser Leu Gin Leu Leu Gin Val Gly Ser Ala Lys Leu His Glu Glu Leu 
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310 



315 



320 



GCC GCC CGG ATC GGC CCC GAA CTG GGG GTG CGG CTG CAG CAG GTG TTC 
Ala Ala Arg lie Gly Pro Glu Leu Gly Val Arg Leu Gin Gin Val Phe 
325 330 335 



1123 



GGC ATG GCC GAG GGA CTG CTG ACC TTC ACC CGC GAC GAC GAC CCG GCG 1171 
Gly Met Ala Glu Gly Leu Leu Thr Phe Thr Arg Asp Asp Asp Pro Ala 
340 345 350 

GAC GTG GTG CTG CGC ACC CAG GGC CGG CCG GTG TCC GAG GCC GAC GAG 1219 
Asp Val Val Leu Arg Thr Gin Gly Arg Pro Val Ser Glu Ala Asp Glu 
355 360 365 370 

ATA CGC GTC GCC GAC CCC GAC GGC CGG CCC GTG CCC CGC GGT GAG ACC 1267 
lie Arg Val Ala Asp Pro Asp Gly Arg Pro Val Pro Arg Gly Glu Thr 

375 380 385 

GGT GAA CTG CTC ACC CGC GGC CCC TAC ACG CTG CGC GGC TAC TAC CGG 1315 
Gly Glu Leu Leu Thr Arg Gly Pro Tyr Thr Leu Arg Gly Tyr Tyr Arg 

390 395 400 

r 

GCC CCC GAG CAC AAC GCC CGC GCG TTC ACC GAG GAC GGC TTC TAC CGC 1363 
Ala Pro Glu His Asn Ala Arg Ala Phe Thr Glu Asp Gly Phe Tyr Arg 
405 410 415 

AGC GGC GAT CTG GTG CGG CTC ACC GCC GAC GGG CAG TTG GTG GTG GAG 1411 
Ser Gly Asp Leu Val Arg Leu Thr Ala Asp Gly Gin Leu Val Val Glu 
420 425 430 

GGC AGG ATC AAG GAC GTC GTC ATC CGC GGC GGC GAC AAG GTC TCC GCG 1459 
Gly Arg lie Lys Asp Val Val lie Arg Gly Gly Asp Lys Val Ser Ala 
435 440 445 450 

ACC GAG GTC GAG GGC CAC CTG GGC GCC CAC CCC GAC GTC CAG CAG GCC 1507 
Thr Glu Val Glu Gly His %&* Gly Ala His Pro Asp Val Gin Gin Ala 

455 460 465 

GCC GTC GTC GCC ATG CCC GAC CCG GTG TGG GGC GAG AAG GTC TGC GCC 1555 
Ala Val Val Ala Met Pro Asp Pro Val Trp Gly Glu Lys Val Cys Ala 

470 475 480 

TAC ATC GTG CCC GCA CCC GGC CGT CCC GCA CCG CCG ATG GCG GCG CTG 1603 
Tyr He Val Pro Ala Pro Gly Arg Pro Ala Pro Pro Met Ala Ala Leu 
485 490 495 

CGC CGG CTG CTG CGC GCG CGG GGA CTG GCC GAC TAC AAG CTT CCC GAC 1651 
Arg Arg Leu Leu Arg Ala Arg Gly Leu Ala Asp Tyr Lys Leu Pro Asp 
500 505 510 

CGG GTG GAG GTC GTC GAC GCG TTC CCG CTG ACC GGC CTC AAC AAG GTC 1699 
Arg Val Glu Val Val Asp Ala Phe Pro Leu Thr Gly Leu Asn Lys Val 
515 520 525 530 

GAC AAG AAG GCC CTG GCG GCC GAC ATC GCC GCC AAG ACC GCC CCC ACC 1747 
Asp Lys Lys Ala Leu Ala Ala Asp He Ala Ala Lys Thr Ala Pro Thr 

535 540 545 

CGC CCC ACC ACC GCC GGC CAC GGC CCG ACC ACG GAC GGC GAT ACG GCC 1795 
Arg Pro Thr Thr Ala Gly His Gly Pro Thr Thr Asp Gly Asp Thr Ala 

550 555 560 

GGT GGG GGT GGG TCC GCG GGC GGG GTG ACG GCC GCC GGT GGC GGG CGG 1843 
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Gly Gly Gly Gly Ser Ala Gly Gly Val Thr Ala Ala Gly Gly Gly Arg 
565 570 575 

GAG GAG GCG GCG TGAGCGGGCC CGGGCCCGAG GGCG 1879 
Glu Glu Ala Ala 
580 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1833 palres de bases 

(B) TYPE: acide nucleigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Streptomyces prist inaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 103.. 1689 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

GGATCCCCTC GCCCAGGGCC CTGGCGGGCC CGCCGGGCCG TGGGGGAGGT GCGGGGGCCG 60 

CGGGCCCCGG CACCGCACGA ACAGAACAAC CGCTCCGGGC CC ATG CGG ACT TCA 1 1 4 

Met Arg Thr Ser 
1 

CGG TCC CAC GAC CAG CGG GCC CCT ACC CCC TGG AGA CAT CCC TTG CAC 162 
Arg Ser His Asp Gin Arg Ala Pro Thr Pro Trp Arg His Pro Leu His 
5 10 15 20 

AGC ACC CGG CCC GCG CCC GCG GCC GAC CGT GAC CCC AGG CGC TGG GTC 210 
Ser Thr Arg Pro Ala Pro Ala Ala Asp Arg Asp Pro Arg Arg Trp Val 

25 30 35 

ATC CTC GGC GTG ATC TGC CTG GCC CAA CTC GTC GTC CTG CTC GAC AAC 258 
lie Leu Gly Val lie Cys Leu Ala Gin Leu Val Val Leu Leu Asp Asn 

40 45 50 

ACC GTC CTC AAC GTC GCC ATC CCG GTG CTC ACC ACC GAC CTG GGC GCC 306 
Thr Val Leu Asn Val Ala lie Pro Val Leu Thr Thr Asp Leu Gly Ala 
55 60 65 

AGC ACC GCC GAC ATC CAG TGG ATG ATC AAC GCC TAC GCG CTC GTG CAG 354 
Ser Thr Ala Asp lie Gin Trp Met lie Asn Ala Tyr Ala Leu Val Gin 
70 75 80 

TCC GGG CTG CTG CTC ACC GCG GGC AGC CTC GCG GAC CGC TAC GGC CGC 402 
Ser Gly Leu Leu Leu Thr Ala Gly Ser Leu Ala Asp Arg Tyr Gly Arg 
85 90 95 100 

AAA CGG CTG CTG ATG CTC GGA CTG GTG CTC TTC GGC GCC GGG TCC GCC 450 
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Lys Arg Leu Leu Met Leu Gly Leu Val Leu Phe Gly Ala Gly Ser Ala 

105 110 115 



TGG GCG GCC TTC GCC CAG GAC TCC GCC CAA CTC ATC GCC GCC CGG GCC 
Trp Ala Ala Phe Ala Gin Asp Ser Ala Gin Leu lie Ala Ala Arg Ala 

120 125 130 



498 



GGC ATG GGC GTG GGC GGG GCG CTG CTG GCG ACC ACC ACC CTC GCC GTC 
Gly Met Gly Val Gly Gly Ala Leu Leu Ala Thr Thr Thr Leu Ala Val 
135 140 145 



546 



ATC ATG CAG GTC TTC GAC GAC GAC GAA CGC CCC CGG GCG ATC GGC CTG 
lie Met Gin Val Phe Asp Asp Asp Glu Arg Pro Arg Ala lie Gly Leu 
150 155 160 



594 



TGG GGA GCG GCC AGC TCA CTG GGC TTC GCG GCC GGC CCG CTG CTC GGC 
Trp Gly Ala Ala Ser Ser Leu Gly Phe Ala Ala Gly Pro Leu Leu Gly 
165 170 175 180 



642 



GGC GCC CTC CTC GAC CAC TTC TGG TGG GGC TCC ATC TTC CTG ATC AAC 

Gly Ala Leu Leu Asp His Phe Trp Trp Gly Ser lie Phe Leu He Asn 

185 190 195 



690 



CTG CCC GTC GCG CTG CTG GGC CTG CTG GCC GTC GCC CGC CTG GTG CCC 
Leu Pro Val Ala Leu Leu Gly Leu Leu Ala Val Ala Arg Leu Val Pro 

200 205 210 



738 



GAG ACG AAG AAC CCC GAA GGC CGG CGC CCC GAC CTG CTC GGC GCC GTG 
Glu Thr Lys Asn Pro Glu Gly Arg Arg Pro Asp Leu Leu Gly Ala Val 
215 220 225 



786 



CTC TCC ACC CTC GGC ATG GTC GGC GTC GTC TAC GCC ATC ATC TCC GGC 
Leu Ser Thr Leu Gly Met Val Gly Val Val Tyr Ala He He Ser Gly 
230 235 240 



834 



CCC GAA CAC GGC TGG ACG GCC CCG CAG GTC CTC CTG CCG GCC GCC GTC 
Pro Glu His Gly Trp Thr Ala Pro Gin Val Leu Leu Pro Ala Ala Val 
245 250 255 260 



882 



GCG GCC GCC GCG CTC ACC GCG TTC GTC CGC TGG GAA CTG CAC ACC CCC 
Ala Ala Ala Ala Leu Thr Ala Phe Val Arg Trp Glu Leu His Thr Pro 

265 270 275 



930 



CAC CCC ATG CTC GAC ATG GGC TTC TTC ACC GAC CGG CGC TTC AAC GGG 
His Pro Met Leu Asp Met Gly Phe Phe Thr Asp Arg Arg Phe Asn Gly 

280 285 290 



978 



CCG TCG CCG GCG GAG TGC TCG TCG TTC GGC ATG GCC GGC TCG CTC TTC 
Pro Ser Pro Ala Glu Cys Ser Ser Phe Gly Met Ala Gly Ser Leu Phe 
295 300 305 



1026 



CTG CTC ACC CAG CAC CTC CAA CTC GTC CTC GGC TAC GAC GCC CTG CAG 
Leu Leu Thr Gin His Leu Gin Leu Val Leu Gly Tyr Asp Ala Leu Gin 
310 315 320 



1074 



GCC GGC CTG CGC ACC GCG CCA CTG GCT TTG ACG ATC GTC GCC CTC AAC 
Ala Gly Leu Arg Thr Ala Pro Leu Ala Leu Thr He Val Ala Leu Asn 
325 330 335 340 



1122 



CTG GCC GGC CTC GGC GCG AAA CTC CTC GCC GCG CTC GGC ACC GCC CGC 
Leu Ala Gly Leu Gly Ala Lys Leu Leu Ala Ala Leu Gly Thr Ala Arg 

345 350 355 



1170 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



112 



AGC ATC GCC CTG GGC ATG ACA CTG CTG GCC GCC GGC CTC AGC GCG GTG 1218 
Ser lie Ala Leu Gly Met Thr Leu Leu Ala Ala Gly Leu Ser Ala Val 

360 365 370 

GCC GTC GGC GGA TCG GGC CCC GAC GCC GGC TAC GGC GGC ATG CTC GCC 1266 
Ala Val Gly Gly Ser Gly Pro Asp Ala Gly Tyr Gly Gly Met Leu Ala 
375 380 385 

GGC CTG CTC CTC ATG GGC GCG GGC ATC GCA CTG GCC ATG CCC GCC ATG 1314 
Gly Leu Leu Leu Met Gly Ala Gly He Ala Leu Ala Met Pro Ala Met 
390 395 400 

GCC ACC GCC GTG ATG TCC TCC ATC CCG CCC GCC AAG GCC GGG GCC GGA 1362 
Ala Thr Ala Val Met Ser Ser He Pro Pro Ala Lys Ala Gly Ala Gly 
405 410 415 420 

GCG GGC GTG CAG GGC ACC CTG ACC GAG TTC GGC GGC GGA CTG GGA GTG 1410 
Ala Gly Val Gin Gly Thr Leu Thr Glu Phe Gly Gly Gly Leu Gly Val 

425 430 435 

GCG ATC CTC GGC GCC GTC CTC GGC TCC CGC TTC GCC TCC CAA CTG CCC 1458 
Ala He Leu Gly Ala Val Leu Gly Ser Arg Phe Ala Ser Gin Leu Pro 

440 445 450 

GCC GCC ATC ACC GGC ACC GGC TCC CTC GAC GAG GCA CTG CGC GAC GCC 1506 
Ala Ala He Thr Gly Thr Gly Ser Leu Asp Glu Ala Leu Arg Asp Ala 
455 460 465 

ACA CCC CAA CAG GCC GGG CAG GTC CAC GAC GCG TTC GCC GAC GCG GTG 1554 
Thr Pro Gin Gin Ala Gly Gin Val His Asp Ala Phe Ala Asp Ala Val 
470 475 480 

AAC ACC AGC CAA CTC ATC GGC GCC GCC GCC GTG TTC ACC GGC GGC CTG 1602 
Asn Thr Ser Gin Leu He Gly Ala Ala Ala Val Phe Thr Gly Gly Leu 
485 490 495 500 

CTC GCC GCG CTG CTG CTG CAC CGC GCC GAC CGC AAG GCC GCC CCC CAG 1650 
Leu Ala Ala Leu Leu Leu His Arg Ala Asp Arg Lys Ala Ala Pro Gin 

505 510 515 

CCC ACC GCC CCC ACC CCC GAA CCC ACC ACC ACC GCC TGACCCCCGG 1696 
Pro Thr Ala Pro Thr Pro Glu Pro Thr Thr Thr Ala 

520 525 

CCCGCCGGGC ACCACACAAC CCACGGCCCC ACCCCTGCGG CTCCCCACCG GGACCCACAG 1756 

GGGCGGGGCC GTGCCGCTGC CCTGCCCACA CACACAGCCC CCACACACAC AGCCCCCGCA 1816 

CGGCCGACAG CGCCGGG 1833 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 695 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: S.pristinaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 21 2.. 695 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product- "Gene SnaC" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

CTCGAGCCGC GCCCCCAGGT GCTGGTGTCG CTCGCCGTGG AGAAGGGCGC CGACGGCACC 60 

GCGCCGCCGG ACCGGCTGCT GATCCACGAC GGCTTCCCCT GGGGCCGCGC CGCCCCGCGC 120 

GAAGCGGAGC TGCCCACCGG GCACCGCGCC CTGCCGGCCC TGGCCGGCGC CGCCCGCTGA 180 

GGCGCGGCAA CCACCAACAG AAGGAGCCCC C GTG ACA GGA GCC GAC GAC CCG 232 

Val Thr Gly Ala Asp Asp Pro 
1 5 

GCA AGG CCC GCG GTC GGC CCG CAG AGT TTC CGA GAC GCG ATG GCG CAG 280 
Ala Arg Pro Ala Val Gly Pro Gin Ser Phe Arg Asp Ala Met Ala Gin 
10 15 20 

CTG GCG TCG CCC GTC ACC GTC GTA ACC GTC CTC GAC GCG GCC GGA CGC 328 
Leu Ala Ser Pro Val Thr Val Val Thr Val Leu Asp Ala Ala Gly Arc 
25 30 35 

CGC CAC GGC TTC ACG GCC GGC TCG GTG GTC TCT GTG TCG CTG GAC CCG 376 
Arg His Gly Phe Thr Ala Gly Ser Val Val Ser Val Ser Leu Asp Pro 
40 45 50 55 

CCG CTG GTG ATG GTC GGC ATC GCG CTC ACC TCC AGC TGC CAC ACG GCG 424 
Pro Leu Val Met Val Gly He Ala Leu Thr Ser Ser Cys His Thr Ala 

60 65 70 

ATG GCC GCC GCC GCC GAG TTC TGC GTC AGC ATC CTC GGC GAG GAC CAG 472 
Met Ala Ala Ala Ala Glu Phe Cys Val Ser He Leu Gly Glu Asp Gin 

75 80 85 

CGC GCC GTC GCG AAG CGG TGC GCG ACG CAC GGC GCC GAC CGG TTC GCG 520 
Arg Ala Val Ala Lys Arg Cys Ala Thr His Gly Ala Asp Arg Phe Ala 
90 95 100 

GGC GGC GAG TTC GCC GCC TGG GAC GGT ACG GGG GTG CCC TAC CTG CCG 568 
Gly Gly Glu Phe Ala Ala Trp Asp Gly Thr Gly Val Pro Tyx Leu Pro 
105 110 115 

GAC GCC AAG GTC GTC CTG CGC TGC CGC ACC ACG GAC GTG GTG CGC GCC 616 
Asp Ala Lys Val Val Leu Arg Cys Arg Thr Thr Asp Val Val Ara Ala 
120 125 130 135 

GGC GAC CAC GAC CTG GTG CTC GGC . ACG CCC GTG GAG ATC CGC ACG GGC 664 
Gly Asp His Asp Leu Val Leu Gly Thr Pro Val Glu He Arg Thr Gly 

140 145 150 

GAC CCG GCG AAG CCA CCC CTG CTG TGG TAC C 695 
Asp Pro Ala Lys Pro Pro Leu Leu Trp Tyr 

155 160 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:" 

(A) LONGUEUR: 640 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl§ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: S .prist inaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1.-640 
(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product= "gene SnaD 



it 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

GCG ACC GCC CGG CTC ATC GGC CCG CTG CCG CGC CGG CTG GGC CTC CAG 48 
Ala Thr Ala Arg Leu lie Gly Pro Leu Pro Arg Arg Leu Gly Leu Gin 
15 10 15 

GTG CAC CAG GTG ATG ACG GGC GCG TTC GCG CAG GCC CTC GCC CGC TGG 96 
Val His Gin Val Met Thr Gly Ala Phe Ala Gin Ala Leu Ala Arg Trp 

20 25 30 

CGG GGC AGC CGC GCC GTC ACC TTC GAC GTG GAG ACC CAC GGA CGG CAC 144 
Arg Gly Ser Arg Ala Val Thr Phe Asp Val Glu Thr His Gly Arg His 
35 40 45 

GGC CGC GAC GAA CTG TTC CGT ACC GTC GGC TGG TTC ACC TCC ATC CAC 192 
Gly Arg Asp Glu Leu Phe Arg Thr Val Gly Trp Phe Thr Ser lie His 
50 55 60 

CCC GTC GTC CTG GGC GCG GAC CGC TCC GTG CAC CCC GAG CAG TAC CTC 240 
Pro Val Val Leu Gly Ala Asp Arg Ser Val His Pro Glu Gin Tyr Leu 
65 70 75 80 

GCC CAG ATC GGC GCG GCG CTG ACC GCC GTA CCG GAC GGC GGC GTC GGC 288 
Ala Gin lie Gly Ala Ala Leu Thr Ala Val Pro Asp Gly Gly Val Gly 

85 90 95 

TTC GGC GCC TGC CGC GAG TTC TCC CCG GAC GCC GGG CTG CGC ACT CTG 336 
Phe Gly Ala Cys Arg Glu Phe Ser Pro Asp Ala Gly Leu Arg Thr Leu 

100 105 110 

CTG CGT GAC CTG CCG CCC GCC CTG GTG TGC TTC AAC TAC TAC GGT CAG 384 
Leu Arg Asp Leu Pro Pro Ala Leu Val Cys Phe Asn Tyr Tyr Gly Gin 
115 120 125 

GCC GAC CAG TTG AGC CCG AAC GGC GGT TTC CGT ATG TCG GGC CGT CCC 432 
Ala Asp Gin Leu Ser Pro Asn Gly Gly Phe Arg Met Ser Gly Arg Pro 
130 135 140 
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ATC CCG CGC GAG CAC TCC GCC CGC TGC GAG CGC GTC TAC GGC ATC GAG 480 
lie Pro Arg Glu His Ser Ala Arg Cys Glu Arg Val Tyr Gly He Glu 
145 150 155 160 

GTG TAC GGC ATC GTC CAC GGC GGC CGC CTG CGC ATG GGC CTG ACC TGG 528 
Val Tyr Gly He Val His Gly Gly Arg Leu Arg Met Gly Leu Thr Tip 

165 170 175 

GTG CCG AGC CCG GCG GAC GGT GTG GAC GAG GCC GGC GTC GAC GCG CTC 576 
Val Pro Ser Pro Ala Asp Gly Val Asp Glu Ala Gly Val Asp Ala Leu 

180 185 190 

GTG GAG CAG ATG AGC TGG GTG CTG GCC ACG CTC GCG GGC GCC GAC CCG 624 
Val Glu Gin Met Ser Trp Val Leu Ala Thr Leu Ala Gly Ala Asp Pro 
195 200 205 

CAC GCC GTG ACC CCG G 640 
His Ala Val Thr Pro 
210 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 645 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: S.pristinaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 61.. 645 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product = "gene papA" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

GGCGTCAAGA ACCTGCCGCT GACCGTACGG CGCGGCTGAC ACAGACAAGG GGGCCACCTG 60 

GTG CGC ACC GTG CGA ACC CTG CTG ATC GAC AAC TAC GAC TCG TTC ACC 108 
Val Arg Thr Val Arg Thr Leu Leu lie Asp Asn Tyr Asp Ser Phe Thr 
15 10 15 

TAC AAC CTC TTC CAG ATG CTG GCC GAG GTG AAC GGC GCC GCT CCG CTC 156 
Tyr Asn Leu Phe Gin Met Leu Ala Glu Val Asn Gly Ala Ala Pro Leu 

20 25 30 

GTC GTC CGC AAC GAC GAC ACC CGC ACC TGG CAG GCC CTG GCG CCG GGC 204 
Val Val Arg Asn Asp Asp Thr Arg Thr Trp Gin Ala Leu Ala Pro Gly 
35 40 45 

GAC TTC GAC AAC GTC GTC GTC TCA CCC GGC CCC GGC CAC CCC GCC ACC 252 
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Asp Phe Asp Asn Val Val Val Ser Pro Gly Pro Gly His Pro Ala Thr 
50 55 60 



GAC ACC GAC CTG GGC CTC AGC CGC CGG GTG ATC ACC GAA TGG GAC CTG 
Asp Thr Asp Leu Gly Leu Ser Arg Arg Val lie Thr Glu Trp Asp Leu 
65 70 75 80 



300 



CCG CTG CTC GGG GTG TGC CTG GGC CAC CAG GCC CTG TGC CTG CTC GCC 
Pro Leu Leu Gly Val Cys Leu Gly His Gin Ala Leu Cys Leu Leu Ala 

85 90 95 



348 



GGC GCC GCC GTC GTC CAC GCA CCC GAA CCC TTT CAC GGC CGC ACC AGC 
Gly Ala Ala Val Val His Ala Pro Glu Pro Phe His Gly Arg Thr Ser 

100 105 110 



396 



GAC ATC CGC CAC GAC GGG CAG GGC CTG TTC GCG AAC ATC CCC TCC CCG 
Asp lie Arg His Asp Gly Gin Gly Leu Phe Ala Asn He Pro Ser Pro 
115 120 125 



444 



CTG ACC GTG GTC CGC TAC CAC TCG CTG ACC GTC CGG CAA CTG CCC GCC 
Leu Thr Val Val Arg Tyr His Ser Leu Thr Val Arg Gin Leu Pro Ala 
130 135 140 



492 



GAC CTG CGC GCC ACC GCC CAC ACC GCC GAC GGG CAG CTG ATG GCC GTC 
Asp Leu Arg Ala Thr Ala His Thr Ala Asp Gly Gin Leu Met Ala Val 
145 150 155 160 



540 



GCC CAC CGC CAC CTG CCC CGC TTC GGC GTG CAG TTC CAC CCC GAA TCG 
Ala His Arg His Leu Pro Arg Phe Gly Val Gin Phe His Pro Glu Ser 

165 170 175 



588 



ATC AGC AGC GAA CAC GGC CAC CGG ATG CTC GCC AAC TTC CGC GAC CTG 
lie Ser Ser Glu His Gly His Arg Met Leu Ala Asn Phe Arg Asp Leu 

180 185 190 



636 



TCC CTG CGC 
Ser Leu Arg v 
195 



645 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(1) CARACTER ISTI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1052 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl€ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS : S.pristinaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELT.K: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 84.. 962 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS : /product= "Gene PapM" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

CTCGAGGACG AGTGGATCGC CTCCGGCGGC GCCCCCGTCC CCACGCCCGT GCACGCGTCC 60 

GCGTCCGCGC GGGGGGCCGT GTC GTG ACC GCC GCC GCA CCC ACC CTC GCC 110 

Val Thr Ala Ala Ala Pro Thr Leu Ala 
1 5 

CAG GCG CTG GAC GAG GCC ACC GGG CAG CTG ACC GGC GCC GGG ATC ACC 158 
Gin Ala Leu Asp Glu Ala Thr Gly Gin Leu Thr Gly Ala Gly lie Thr 
10 15 20 25 

GCC GAC GCC GCC CGG GCC GAC ACC CGG CTG CTG GCC GCC CAC GCC TGC 206 
Ala Asp Ala Ala Arg Ala Asp Thr Arg Leu Leu Ala Ala His Ala Cys 

30 35 40 

CAG GTC GCC CCG GGG GAC CTC GAC ACC TGC CTG GCC GGC CCG GTG CCG 254 
Gin Val Ala Pro Gly Asp Leu Asp Thr Cys Leu Ala Gly Pro Val Pro 

45 50 55 

CCC CGG TTC TGG CAC TAC GTC CGG CGC CGT CTG ACC CGC GAA CCC GCC 302 
Pro Arg Phe Trp His Tyr Val Arg Arg Arg Leu Thr Arg Glu Pro Ala 
60 65 70 

GAA CGC ATC GTC GGC CAC GCC TAC TTC ATG GGC CAC CGC TTC GAC CTG 350 
Glu Arg lie Val Gly His Ala Tyr Phe Met Gly His Arg Phe Asp Leu 
75 80 85 

GCC CCC GGC GTC TTC GTC CCC AAA CCC GAG ACC GAG GAG ATC ACC CGG 398 
Ala Pro Gly Val Phe Val Pro Lys Pro Glu Thr Glu Glu lie Thr Arg 
90 95 100 105 

GAC GCC ATC GCC CGC CTG GAG GCC CTC GTC CGC CGC GGC ACC ACC GCA 446 
Asp Ala lie Ala Arg Leu Glu Ala Leu Val Arg Arg Gly Thr Thr Ala 

110 115 120 

CCC CTG GTC GTC GAC CTG TGC GCC GGA CCG GGC ACC ATG GCC GTC ACC 494 
Pro Leu Val Val Asp Leu Cys Ala Gly Pro Gly Thr Met Ala Val Thr 

125 130 135 

CTG GCC CGC CAC GTA ,CCG GCC GCC CGC GTC CTG GGC ATC GAA CTC TCC 542 
Leu Ala Arg His Val Pro Ala Ala Arg Val Leu Gly lie Glu Leu Ser 
140 145 150 

CAG GCC GCC GCC CGC GCC GCC CGG CGC AAC GCC CGC GGC ACC GGC GCG 590 
Gin Ala Ala Ala Arg Ala Ala Arg Arg Asn Ala Arg Gly Thr Gly Ala 
155 160 165 

CGC ATC GTG CAG GGC GAC GCC CGC GAC GCC TTC CCC GAA CTG AGC GGC 638 
Arg lie Val Gin Gly Asp Ala Arg Asp Ala Phe Pro Glu Leu Ser Gly 
170 175 180 185 

ACC GTC GAC CTC GTC GTC ACC AAC CCG CCC TAC ATC CCC ATC GGA CTG 686 
Thr Val Asp Leu Val Val Thr Asn Pro Pro Tyr lie Pro lie Gly Leu 

190 195 200 

CGC ACC TCC GCA CCC GAA GTG CTC GAG CAC GAC CCG CCG CTG GCC CTG 734 
Arg Thr Ser Ala Pro Glu Val Leu Glu His Asp Pro Pro Leu Ala Leu 

205 210 215 

TGG GCC GGG GAG GAG GGC CTC GGC ATG ATC CGC GCC ATG GAA CGC ACC 782 
Trp Ala Gly Glu Glu Gly Leu Gly Met lie Arg Ala Met Glu Arg Thr 
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220 225 230 

GCG GCC CGG CTG CTG GCC CCC GGC GGC GTC CTG CTC CTC GAA CAC GGC 330 
Ala Ala Arg Leu Leu Ala Pro Gly Gly Val Leu Leu Leu Glu His Gly 
235 240 245 

TCC TAC CAA CTC GCC TCC GTG CCC GCC CTG TTC CGC GCA ACC GGC CGC 878 
Ser Tyr Gin Leu Ala Ser Val Pro Ala Leu Phe Arg Ala Thr Gly Arg 
250 255 260 265 

TGG AGC CAC GCC TCG TCC CGT CCC ACC TGC AAC GAC GGC TGC CTG ACC 926 
Trp Ser His Ala Ser Ser Arg Pro Thr Cys Asn Asp Gly Cys Leu Thr 

270 275 280 

GCC GTA CGC AAC CAC ACC TGC GCA CCG CCC GCC TGACACGGCG TCACGGCACG 979 
Ala Val Arg Asn His Thr Cys Ala Pro Pro Ala 

285 290 

GCCGGCCTGT CGGCAACGAC CCTACGCCAT TGACAAACCG ACCGTGCCGT TTTTTTAATG 1039 

TCGGGGTGGC GGA 1052 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 227 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS : 

(A) ORGANISMS: S.pristinaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITI0NELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 3.. 227 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product^ "Partie du gene SnbC" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

AG ATC TTC GAG CAC AAG ACC GTC GCC CAG CTC GCA CCC GTC GCC GAG 47 
lie Phe Glu His Lys Thr Val Ala Gin Leu Ala Pro Val Ala Glu 
15 10 15 

ACG CTC GCC GAC ACC ACC CGC GAG GAA CCC GCC GCC GTC GCC GCG ACC 95 
Thr Leu Ala Asp Thr Thr Arg Glu Glu Pro Ala Ala Val Ala Ala Thr 

20 25 30 

GGC GAC GTA CCG CTC ACC CCG ATC ATG CAC TGG CTG CGC GAA CGC GGC 143 
Gly Asp Val Pro Leu Thr Pro lie Met His Trp Leu Arg Glu Arg Gly 

35 40 45 

GGC CCC GTC GAC GCG TTC AGC CAG ACG ATG GCC GTC ACC GTC CCC GCC 191 
Gly Pro Val Asp Ala Phe Ser Gin Thr Met Ala Val Thr Val Pro Ala 
50 55 60 
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GGC CTG GAC CGG GAA CGG CTC GTG GCC GCC CTG CAG 227 
Gly Leu Asp Arg Glu Arg Leu Val Ala Ala Leu Gin 
65 70 75 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 247 pa ires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineal re 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS : 

(A) ORGANISME: S.pristinaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . .247 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product= "Partie du gene SnbC" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

CTC GAG TAC GAC ACC GCC CTG TAC GAG CGG GCC ACC GCC GAA GCC CTC 48 
Leu Glu Tyr Asp Thr Ala Leu Tyr Glu Arg Ala Thr Ala Glu Ala Leu 
1 5 10 . 15 

ACC GGC CGG CTG CTG CGG CTC CTC GAC GCC GTC GTC ACC GAC CCG CAG 96 
Thr Gly Arg Leu Leu Arg Leu Leu Asp Ala Val Val Thr Asp Pro Gin 

20 25 30 

GCG CCG GTC GGC TCC CAC GAC CTC CTC GAA GAG GCC GAA CAC GCC CGC 144 
Ala Pro Val Gly Ser His Asp Leu Leu Glu Glu Ala Glu His Ala Arg 
35 40 45 

CTG GCA GCC TTC AAC GAC ACC GCC CGG CCC GTG CCG CGA GCC GGC CTC 192 
Leu Ala Ala Phe Asn Asp Thr Ala Arg Pro Val Pro Arg Ala Gly Leu 
50 55 60 

GCC GAA CTC TTC ACC GCC CAG GCC CGC CGC ACC GCC GAT GCG GTC GCC 240 
Ala Glu Leu Phe Thr Ala Gin Ala Arg Arg Thr Ala Asp Ala Val Ala 
65 70 75 80 

GTC GTC G 247 
Val Val 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 192 paires de bases, 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



4 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: S. prist inaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDIT JONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 3.. 192 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product = "Partie du gene SnbD" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

GC ATG CCC CCC GTC ACC CCC TAC CGC GCC TAG CTG GCC CAC CTC GCC 47 
Met Pro Pro Val Thr Pro Tyr Arg Ala Tyr Leu Ala His Leu Ala 
15 10 15 

GGC CGT GAC GAC GAC GCC GCC CGC GCC GCG TGG CGG ACC GCC CTC GCG 95 
Gly Arg Asp Asp Asp Ala Ala Arg Ala Ala Trp Arg Thr Ala Leu Ala 

20 25 30 

GAC CTG GAG GAG CCG AGC CTC GTC GCG GGC GCC GGA GCA GGC CGC GGC 143 
Asp Leu Glu Glu Pro Ser Leu Val Ala Gly Ala Gly Ala Gly Arg Gly 

35 40 45 

GCC GCC GAC GGC TCC GCC CTG CCC GGC CAG ATC CCC GGT TAC CGA GCT C 192 
Ala Ala Asp Gly Ser Ala Leu Pro Gly Gin lie Pro Gly Tyr Arg Ala 
50 55 60 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 474 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) "ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: S. prist inaespiralis 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . .474 
(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product = "Partie du gene SnbD 



it 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14 



CTG CAG GTC GAG GGC CGG CCC GCG CAC CTG GAA CTG CCC TGC GAC CAC 48 
Leu Gin Val Glu Gly Arg Pro Ala His Leu Glu Leu Pro Cys Asp His 
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15 10 15 

CCC CGG CCC GCC GTC GCC ACC CAC CGC GGC GCC ACC GTG CCC TTC CAC 96 
Pro Arg Pro Ala Val Ala Thr His Arg Gly Ala Thr Val Pro Phe His 

20 25 30 

ATC GAC GCC GGC CTC CAC GAG AAG CTG ACC GCG CTC TCC AAG GCC TGC 144 

lie Asp Ala Gly Leu His Glu Lys Leu Thr Ala Leu Ser Lys Ala Cys 
35 40 45 

GAC AGC AGC CTG TTC ATG GTG CTC CAG GCC GCG GTC GCC GCC CTG CTC 192 
Asp Ser Ser Leu Phe Met Val Leu Gin Ala Ala Val Ala Ala Leu Leu 
50 55 60 

ACC CGG CAC GGC GCC GGC ACC GAC ATC CCC GTC GGC AGC CCC GTC GCC 240 
Thr Arg His Gly Ala Gly Thr Asp lie Pro Val Gly Ser Pro Val Ala 
65 70 75 80 

GGC CGC ACC GAC GAC GCC CTC GAC GAC CTG GTG GGC TTC TTC GTC AAC 288 
Gly Arg Thr Asp Asp Ala Leu Asp Asp Leu Val Gly Phe Phe Val Asn 

85 90 95 

ACC CTC GTC CTG CGC ACC GAC ACC TCC GGC GAC CCC ACC TTC CGC GAA 336 
Thr Leu Val Leu Arg Thr Asp Thr Ser Gly Asp Pro Thr Phe Arg Glu 

100 105 110 

CTC GTC GCA CGC GTG CGG CAG TTC GAC CTC GCC GCC TAC ACG CAC CAG 384 
Leu Val Ala Arg Val Arg Gin Phe Asp Leu Ala Ala Tyr Thr His Gin 
115 120 125 

GAC ATG CCG TTC GAA AAG CTC GTC GAA GAG GTC AAC CCC GAG CGC TCC 432 
Asp Met Pro Phe Glu Lys Leu Val Glu Glu Val Asn Pro Glu Arg Ser 
130 135 140 

CTG GCC CGC AAC CCG CTC TTC CAG GTC GTC CTG GCG CTG CAG 474 
Leu Ala Arg Asn Pro Leu Phe Gin Val Val Leu Ala Leu Gin 
145 150 155 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQOES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 485 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS : 

(A) ORGANISME: S .prist inaespiral is 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 3.. 485 

(D) AUTRES'RENSEIGNEMENTS: /product = "Partie .du gene SnbE 



■i 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15 
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GC ATG CCG CGC TCC CTC GAC CTG TAC GTC GCA CTG CTC GCC GTC CTC 
Met Pro Arg Ser Leu Asp Leu Tyr Val Ala Leu Leu Ala Val Leu 
15 10 15 

AAG ACC GGC GCC GCC TAC CTG CCC GTC GAC ATC TCC TAC CCG GCC GAA 
Lys Thr Gly Ala Ala Tyr Leu Pro Val Asp He Ser Tyr Pro Ala Glu 

20 25 30 

CGC ATC GCG TTC ATG ATC GAG GAC GCC CGC CCG GTG ACC GTC CTC GAC 
Arg lie Ala Phe Met He Glu Asp Ala Arg Pro Val Thr Val Leu Asp 

35 40 45 

CGC CTG CCC GAC GAC CTG GGC GCC TAC CGG GAC ACC GAC CTC ACC GAC 
Arg Leu Pro Asp Asp Leu Gly Ala Tyr Arg Asp Thr Asp Leu Thr Asp 
50 55 60 

GCC GAC CGC ACG GCG CCG CPA CGG CCC GAA CAC CCG GCG TAC GTC ATC 
Ala Asp Arg Thr Ala Pro Leu Arg Pro Glu His Pro Ala Tyr Val He 
65 70 75 

CAC ACC TCC GGC TCC ACC GGC ACC CCC AAG GCC GTC GTC ATG CCC CAC 
His Thr Ser Gly Ser Thr Gly Thr Pro Lys Ala Val Val Met Pro His 
80 85 90 95 

GCC GGC CTG GTC AAC CTG CTG ACC TGG CAC GCC CGC CGC TTC CCC GGC 
Ala Gly Leu Val Asn Leu Leu Thr Trp His Ala Arg Arg Phe Pro Gly 

100 105 110 

GGC ACC GGG GTG CGC ACC GCC CAG TTC ACC GCC ATC GGC TTC GAC TTC 
Gly Thr Gly Val Arg Thr Ala Gin Phe Thr Ala He Gly Phe Asp Phe 

115 120 125 

TCG GTG CAG GAG ATC CTC TCC CCG CTC GTC. ATG GGC AAG ACC CTC GCC 
Ser Val Gin Glu He Leu Ser Pro Leu Val Met Gly Lys Thr Leu Ala 
130 135 140 

GTG CCC TCG GAA GAG GTC CGC CAC AGC GCC GAA CTG CTG GCC GGC TGG 
Val Pro Ser Glu Glu Val Arg His Ser Ala Glu Leu Leu Ala Gly Trp 
145 150 155 



CTC GAG 
Leu Glu 
160 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 291 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: S.pristinaespiralis 
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(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE : CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..291 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS ; /product- "Partie du gene SnhE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

CTG CAG GCC GAG GGC GCC GAA GTG AGC CTG CTG GCC GTC CTC GAC GGC 48 
Leu Gin Ala Glu Gly Ala Glu Val Ser Leu Leu Ala Val Leu Asp Gly 
15 10 15 

TAC CCC GAC GCC TAC GAC GGC ACC GAG CAC GAG GTC GGC GAG GAA CAG 96 
Tyr Pro Asp Ala Tyr Asp Gly Thr Glu His Glu Val Gly Glu Glu Gin 

20 25 30 

GTC CTG GCG ATC CTC CTC AAC GCC GCC GGC GTC GAC CGG GCC CAG GCC 144 
Val Leu Ala He Leu Leu Asn Ala Ala Gly Val Asp Arg Ala Gin Ala 
35 40 45 

TTC GGC GAC GCC CCC CTC CAA CGG GCC GCC GTG CTC GAG AAG CTG CGC 192 
Phe Gly Asp Ala Pro Leu Gin Arg Ala Ala Val Leu Glu Lys Leu Arg 
50 55 60 

GAC AGC GGC AGC GCC CTG GGC AAC CTC GAC GAC GAC GCG GTC GGC CGC 240 
Asp Ser Gly Ser Ala Leu Gly Asn Leu Asp Asp Asp Ala Val Gly Arg 
65 70 75 80 

ATG GTC ACC GTC TTC CTC AAC AAC ACG CGC CTC ATC CAG AAC TTC CGG 288 
Met Val Thr Val Phe Leu Asn Asn Thr Arg Leu He Gin Asn Phe Arg 

85 90 95 

CCC 291 
Pro 
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PRVKNDICATIONS 

1. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide implique dans la 
biosynthese des Streptogramines. 

2. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 caracterisee en ce 
5 qu*elle est choisie panni : 

(a) tout ou partie des genes snaA (SEQ ID n° 2), snaB (SEQ ID n° 3). 
SBC (SEQ ID n° 7), snaD (SEQ ID n° 8), J22J2A (SEQ ID n° 9), papM (SEQ ID n° 
10), samS (SEQ ID n° 4), sM (SEQ ID n° 5), (SEQ ID n° 11 et 12), snbD 
(SEQ ID n° 13 et 14). snbE (SEQ ID n° 15 et 16) et snbR (SEQ ID n° 6). 
10 (b) les sequences adjacentes aux genes (a) constituant les clusters de 

biosynthese et codant pour les polypeptides impliques dans la biosynthese des 
Streptogramines, 

(c) les sequences hyhridant avec tout ou partie des genes (a) ou (b) et 
codant pour un polypeptide implique dans la biosynthese des Streptogramines, et, 
15 (d) les sequences derivees des sequences (a), (b) et (c) en raison de la 

degenerescence du code genetique. 

3. Sequence nucleotidique selon la revendication 2 caracterisee en oe 
qu'elle est choisie parmi les genes snaA. snaB. gnaC. snaD. papA. papM. samS. 
snbA. snbC. snbD. snbE et snbR . 

20 4. ADN recombinant comprenant un gene de biosynthese des 

Streptogramines. 

5. ADN recombinant selon la revendication 4 caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou partie des cosmides pIBVl, pBSV2, pIBV3 ou pIBV4 tels que 
representes sur les figures 4 a 7 ou tout ou partie de sequences hybridant avec les 

25 cosmides pIBVl a pIBV4 ou avec des fragments de ceux-ci. 

6. Vecteur d'expression a replication autonome et/ou integratif caracterise 
en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique selon I'tine des revendications 1 a 
3 ou un ADN recombinant selon Tune des revendications 4 et 5. 

7. Vecteur selon la revendication 6 caracterise en ce qu'il est choisi panni 
30 le cosmide pIBVl (figure 4), le cosmide pIBV2 (figure 5), le cosmide pfl3V3 

(figure 6), le cosmide pIBV4 (figure 7), le plasmide pVRC402 (figure 15(A)), le 
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plasmide pVRCSOl (figure 15(B)), le plasmide pXL2045 (figure 16), et les 
plasmides pVRCHOS, pVRC1106, pVRC1104, pVRC900, pVRClOOO, pVRC509, 
pVRC903. pVRC409, pVRC505, pVRC701, pVRC702, pVRC508, pVRC404, 
pVRC507, et pVRC706 representes respectivement sur les figures 17 a 31. 

5 8. Cellule recombinante oontenant une sequence nucleotidique et/ou un 

ADN recombinant et/ou tin vecteur d'expression selon Tune des revendications 1 a 
7. 

* 

9. Proc6d6 de production d'un polypeptide implique dans la biosynthese 
des Streptogramines caracterise en ce que Ton cultive une cellule recombinante 

10 selon la revendication 8 et on recupere le polypeptide produit 

10. Utilisation d'une cellule recombinante selon la revendication 8 
exprimant un polypeptide au moins implique dans la biosynthese des 
Streptogramines, dans une reaction de bioconvetsion. 

11. Utilisation d'une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 
15 1 & 5 pour amplifier la production de Streptogramines. 

12. Proc6de de production de Streptogramines caracterise en ce que : 

- on introduit et/ou on amplifie dans une cellule productrice de 
Streptogramines ou potentiellement productrice de Streptogramines une ou 
plusieurs sequences et/ou vecteurs selon Tune des revendications 1 a 7, 

20 - on cultive ladite cellule dans des conditions de production des 

Streptogramines, et, 

- on rgcupere les Streptogramines produites. 

13. Procede selon la revendication 12 pour la production de 
Pristtnamycines, Mikamycines ou Virginiamycines. 

25 14. Procede de preparation de cellules bloquees dans une etape de la voie 

de biosynthese des Streptogramines caracterise en ce que Ton effectue, sur une 
cellule productrice de Streptogramine, une mutagenese sur au moins un gene de la 
voie de biosynthese. 
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15. Precede selon la revendication 14 caracterise en ce que la mutagenese 
est effectuee in vitro ou in situ, par suppression, substitution, deletion et/ou 
addition d'une ou plusieurs bases dans le gene considers, ou par disruption genique. 

16. Mutant d'un microorganisme producteur de Streptogramines 
5 caracterise en ce qu'il possede une modification genetique au moins dans un gdne 

implique dans la biosynthese des Streptogramines. 

17. Precede de preparation d'un intermediaire de biosynthese des 
Streptogramines caracterise en ce que : 

- on prepare une cellule bloquee dans une etape de la voie de biosynthese 
10 des Streptogramines selon la revendication 14, 

- on cultive ladite cellule, et 

- on recupere l'intermediaire accumule. 

18. Procede de preparation d'une molecule derivee des Streptogramines 
caracterise en ce que : 

15 - on prepare une cellule bloquee dans une etape de la voie de biosynthese 

des Streptogramines selon la revendication 14, 

- on cultive ladite cellule, et, 

- on modifie l'intermediaire accumule par cette cellule, eventuellement 
apres separation du milieu de culture. 

20 

19. Procede de preparation de Streptogramines comprenant la culture 
d'une cellule selon la revendication 16 contenant en outre une sequence 
nucleotidique et/ou un ADN recombinant et/ou un vecteur d'expression selon Tune 
des revendications 1 a 7. 

25 

20. Utilisation d'une sequence et/ou d'un vecteur selon Tune des 
revendications 1 a 7 pour la preparation d'antibiotiques hybrides. 

21. Polypeptide resultant de Texpression d'une sequence selon Tune des 
revendications 1 a 5. 



30 



22. Polypeptide comprenant tout ou partie des polypeptides SnaA (SEQ 
ID n° 2), SnaB (SEQ ID n° 3), SnaC (SEQ ID n° 7), SnaD (SEQ ID n° 8), PapA 
(SEQ ID n° 9), PapM (SEQ ID n° 10), SamS (SEQ ID n° 4), SnbA (SEQ ID n° 5), 
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SnbC (SEQ ID n° 11 et 12), SnbD (SEQ ID n° 13 et 14), SnbE (SEQ ID n° 15 et 
16) et SnbR (SEQ ID n° 6) ou de derives de ceux-ci. 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



1/33 




Formule 1 Formule 2 



Formule 1 


Formule 2 


Pristinamycine IIA 


Pristinamycine IIB 


Mikamycine A 




Ostr6ogrycine A 


Oslrtogrycine G 


Streptogramine A 




Synergistine A-I 




Vernamycine A 




Virginiamycine Ml 


Virginiamycine M2 



* 

FIGURE 1 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



2/33 




Formule 3 



Formule 1 


Formule 2 


Formule 3 


Pristinamycine I A 


Pristinamycine IB 


Pristinamycine IC 


Streptogramine B 






PA114B1 






Vernamycine Ba 


Vernamycine Bp 


Vernamycine By 


Ostrfogrycine B 


OstrSogrycine B2 


OstrSogrycine Bl 


Mikamycine IA 







FIGURE 2 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



A 



B 





FIGURE 3 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



4/33 



pIBVI 

BamH1/Sau3A 




samS snaB snaA 



FIGURE 4 



PCT/FR93/00923 



5/33 



plBV2 




snbA snbR 



FIGURE 5 



WO 94/08014 



PCIYFR93/00923 



6/33 



plBV3 



BamHI/Sau3A 



EcoRI 
EcoRI 

liamHI 



BamHl 

Sstl 
Bglll 



BamHl 
Sstl 



coRI 



BamHl 



BamHI/Sau3A 



Bglll 
Bglll 



Bglll 
Bglll 



EcoRI 



gHC79 



Sp 



B 



x / 

K 4> 



Sp 



p P XX 



Pv 



PX 



Sp 



Pv 



\ 

\ 

Bg \ 



Sp, 



Pv 



x K 



6.6 kb 



8.4 kb 



6.2 kb 



B: BamHl 
Sp: Sphl 
P: Pstl 
X: Xhol 
Pv: Pvull 



FIGURE 6 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



7/33 

pIBV4 




snaC 



FIGURE 7 



PCT/FR93/00923 



8/33 



O 




Pristinamycine ll B 




Pristinamycine li 



FIGURE 8 



WO 94/08014 



9/33 



PCT/FR93/00923 




<D 



O 
O 



c 

<D 
"D 

CO 
i 



X 

o 



o 
o 



CO 
<D 

o 

< 



X 

o 



CO 



FIGURE 9 



WO 94/08014 



PCI7FR93/00923 



10/33 



L-Thr6onine + ATP 



acide L-a-aminobutyrique + ATP 



ft 



L-Thr6onyl-AMP + PPi 



L-a-aminobutyryl-AMP + PPi 



L-Thr6onyl-SnbC 



a-aminobutyryl-SnbC 




SnbA + SnbD + SnbE + autre(s) enzyme(s)? - 
3-hPic + L-Pro + L-Phe(pNMe2) + 4-oPip + L-Phg 



SAM + ATP 



Pristinamycine I A 



FIGURE 10 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



11/33 



L-Proline + ATP 



Phe(pNMe2) + ATP 



L-Prolyl-AMP + PPi 



Phe(pNMe2)-AMP + PPi 



L-Prolyl-SnbD 



Phe(pNMe2)-SnbD 




SAM 



*-SAH 



a-N-methyI-Phe(pNMe2)-SnbD 



SnbA + SnbC + SnbE + autre(s) enzyme(s)? 



3-hPic + L-Thr + L-Abu + 4-oPip + L-Phg + ATP 



Pristinamycine I A 



FIGURE 11 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



12/33 



acide 4-oxo-L-pipecolique + ATP 



L-Phenylglycine + ATP 



It 



4-oxo-L-Pipecolyl-AMP + PPi 



L-Phenylglycyl-AMP + PPi 



I 



4-oxo-L-Pipecolyl-SnbE 



L-Phenylglycyl-SnbE 



SnbA + SnbC + SnbD + autre(s) enzyme(s)?- 



3-hPic + L-Thr + L-Abu + L-Pro + L-Phe(pNMe2) 



SAM + ATP 



Pristinamycine I A 



FIGURE 12 



PCI7FR93/00923 



13/33 




FIGURE 13 



WO 94/08014 



14/33 




SAM SAH 



Phe(pNH2) : paraaminophenylalanine 
Phe(pNMe) : paramethylaminophenylalanine 
Phe(pNMe2) : paradimethylaminophenylalanine 



FIGURE 14 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



15/33 




Figure 15(A) 



* 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



16/33 



Pstl 
Sail 

Hindlll 
(BamHI/Bglll) 



Sad 
EcoRI 



Smal 



(BamHI/Bglll) 




Pstl 



Bam HI 



9 



Figure 15(B) 



WO 94/08014 



17/33 



t 

PCI7FR93/00923 




FIGURE 16 



WO 94/08014 



PCI7FR93/00923 



18/33 





Xhol 



Pvull 



Figure 17. 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



19/33 




4 



Figure 18. 



WO 94/08014 



PCIYFR93/00923 



20/33 




Figure 19. 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



21/33 



pVRC900 




Figure 20 



i 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 




t 



FIGURE 21 



WO 94/08014 



PCI7FR93/00923 




WO 94/08014 PCT/FR93/00923 

24/33 




FIGURE 23 



Figure 23 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



25/33 



Pstl 




FIGURE 24 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



26/33 



» 




FIGURE 25 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



27/33 



EcoR1 




FIGURE 26 



1 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



28/33 




FIGURE 27 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



29/33 




FIGURE 28 



m 



WO 94/08014 



30/33 



PCT/FR93/00923 




WO 94/08014 



PCI7FR93/00923 



31/33 



EcoRI 
.Hindlll 




Figure 30 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



32/33 




FIGURE 31 



WO 94/08014 



PCT/FR93/00923 



33/33 





Ndel Hindlll 



ClalXCIal 



Hindlll 
Hindlll 
Ndel 




Hindlll 
Hindlll 




papM papA snbA snbR 



snaA 



snbE snbD snbC 



FIGURE 32 



INTERNATIONAL SEA] 


EtCH REPORT 


Into ml Application No 






PCT/FR 93/00923 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 5 C12N15/52 C12N15/76 C12N15/54 C12N1/21 C12N9/10 

C12N9/00 C12N15/53 C12N9/06 C12P21/04 C12P17/18 
//C07K7/06 , C07K5/06 , (C12P21/04, C1ZR1 : 465) 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 
B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation itar c hc d (classification system followed by classification symbols) 

IPC 5 C12N C07K 



Documentation searched other than tnmmwm documentation to the extent that such documents are infhifWI in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



O tattoo of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



BIOTECHNOLOGY 

vol . 8 , February 1990 , NEW YORK US 
pages 115 - 121 

KEITH F. CHATER ET AL 'The improving 
prospects for yield increase by genetic 
engineering. in antibiotic-producing 
Streptomyces 1 

the whole document 



1-22 



GENE. 

vol . 74 , 1988 , AMSTERDAM NL 
pages 305 - 320 

S. E. HALLAM ET AL 'Nucleotide sequence 
, transcription and deduced function of a 
gene involved in polyketide antibiotic 
synthesis in Streptomyces coelicolor' 
cited in the application 

-/— 



EH 



Further documents arc listed in the continuation of boat C 



□ 



Patent family members are listed in 



* Special categories of dted oooimrnTi : 

A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

*E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L* document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is dted to establish the publication date of another 
dtation or other special reason (as specified) 

*0" document referring to an oral disdosure, use, exhibition or 
^fl*fr means 

*P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
dted to understand the prindplc or theory underlying the 
invention 



document of particular relevance; the dairn^ invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

document of particular relevance; the dauned mvention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family . 



Date of the actual completion of the international search 

18 January 1994 


Date of mailing of the international search report 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, PJB. 581 8 Patcmtaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td.(+3I-7D) 340-2040, Tx. 31 651 eponU 
Fax (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

LE CORN EC, N 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1993} 



page 1 of 3 




C4 

Category 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ion) DOCUMENTS CO>BIDERED TO BE RELEVANT 
Citation of document, with indication, where «ppropriate, of the relevant panages 



Into mal Application No 

PCT/FR 93/00923 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 115, no. 23, 
9 December 1991, Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 251978n, 
RJNANE , KAZUMI ET AL 'Isolation and 
properties of IMf actor (an inducer of 
secondary metabolite production)deficient 
mutants of Streptomyces virgineae MAFF 
10-0601*' 

page 453 ; column R ; 
see abstract 

& SH0KUHIN S0G0 KENKYU H0K0KU 
vol. 55 , 1991 
pages 37-44 

DRUGS AND THE PHARMACEUTICAL SCIENCES 
vol. 22 , 1984 
pages 695 - 720 

A. M. BIOT 'Virginiaraycin : properties , 
biosynthesis and fermentation' 
see page 703 

BIOTECHNOLOGY LETTERS 

vol. 14, no. 11 , November 1992 

pages 1065 - 1070 

V. PAQUET ET AL 'Induction of 

pristinamycins production in Streptomyces 

pristinaespiralis' 

see abstract 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 8420, 4 April 1984 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B02, AN 84-123313 

'Selective production of neoviridogrisein 

II from the antibiotic producing 

microorganism prolyl-hydroxylase 

activity-defect variant' 

& JP,A,59 059 198 (SANRAKU OCEAN) 4 April 

1984 

see abstract 

FOLIA MICR0BI0L0GICA 

vol. 35, no. 6 , 1990 , PRAGUE, 

TCHEC0SL0VAQUIE. 

page 494 

M. BLUMAUEROVA ET AL 'Physiological and 
genetic aspects of Virginiamycin 
production 1 
see abstract 

-/-- 



14-16 



16 



14-16 



14-17 



16 



Form FCT/ISA/210 (continuation of tacond sheet} (July 1993) 



page 2 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intr anal Application No 

PCT/FR 93/00923 



C(C(mtma8traD) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category" I Qmian of document, with f^ l jf^tio m, wfwr- iji^ i ^ii iyry, ftf thg rriewmtprngei 



Relevant to claim No, 



BIOTECHNOLOGY AND BIO INDUSTRY 
vol. 2 , 1988 
pages 20-22 

V.PRYKRYLOVA ET AL 'Strain developeraent 

in Streptorayces virginiae, a producer of 

Virginiamycin' 

see the whole document 



16 



Form PCT/ISA/310 {continuation of stand sheet) (July 1952) 



page 3 of 3 



RAPPORT OE RECHERCHE INTERNATIONALE 



■ Internationale No 

PCT/FR 93/00923 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 5 C12N15/52 C12N15/76 C12N15/54 C12N1/21 
C12N9/00 C12N15/53 C12N9/06 C12P21/04 
//C07K7/06, C07K5/06, (C12P21/04, C12R1 :465) 

Seton la classification Internati onale des brevets (CIB) ou A la fas sdon la d ar a ft r a ti on rmfanimic ct la CIB 

B. DOMAIN ES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation mini mate consul tee (syxteme dc classification suivi des symbol es dc dasscmcnt) 

CIB 5 C12N C07K 



C12N9/10 
C12P17/18 



Documentation consul tec autre que la 



on minimal e dans la mexure ou ces documents rdevent des *™i sur lesqucl* a parte la recherche 



Base de doxmees electromque consul tec au cours dc la rrch r r chr . international c (nom de la base de donnccs, et si cda est realisable, termes de 

UtUBCS) 



C DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 




BIOTECHNOLOGY 

vol. 8 , Fevrier 1990 , NEW YORK US 
pages 115 - 121 

KEITH F. CHATER ET AL *The improving 
prospects for yield increase by genetic 
engineering in antibiotic-producing 
Streptomyces 1 

voir le document en entier 
GENE. 

vol . 74 t 1988 > AMSTERDAM NL 
pages 305 - 320 

S. E. HALLAM ET AL 'Nucleotide sequence 
, transcription and deduced function of a 
gene involved in polyketlde antibiotic 
synthesis in Streptomyces coelicolor 1 
cite dans la demande 

-/" 



1-22 



*1 



| y| Voir la suite du cadre C pour la fin de la hste des documents | j Lcs documents de families de brevets sont rndiques en annexe 



* Categories speciales de documents cites: 

*A" document rtffirrissant I'ctat general de la trrrmiqrcc, pop 
consxdere comme particuhercment pertinent 

*E* do c ument anterieur, mats public A la date dc depot international 
ou apres ccttc date 

"L* document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priori te ou cite pour determiner la date de publication oTunc 
autre citation ou pour une raison specialc (telle qu'indiquec) 

*0* document se referant 4 une divulgation orale, Ann usage, A 
une exposition ou tous autres moyens 

*P" document pubhe avant la date de depot international, mais 
posterieurcment A la date de priorite revendiquee 



T" document isterieur pubbe apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appaxtenenant pas A fetat de la 
technique pertinent, mais cite pour c omp r en dre lc phncipe 
ou la tneorie constituant la base de rinvention 

*X* document particuhercment pertin ent; rinvention revendiquee ne pcut 
etre considercc comme nouvellc ou comme nnphquant une activite 
inventive par rapport au document considerc isoJcrocnt 

*Y" document particuherement pertinent; rinvention revendiquee 
ne pcut etre copriderte comme fmptiquant une activite inventive 
torsque le document est assobc Aun ou plusicurs autres 
documents de meme nature, cctte combinaison ctant evidente 
pour une personne du metier 

*&' document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date A laqudle la l ec hc rc he Internationale a etc cffecuvezncntacbrvec 

18 Janvier 1994 



Date d'expedition du present rapport dc icUmtue Internationale 



i? -oi- mh 



Nomet 



postale de radmimstration charge* de la r ec herche international e 

Office Europeen des Brevets, PB. 581 8 Patenuaan 2 

NL - 2280 HV Rijiwijk 

Tel. (+ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctiormaire autorise 



LE C0RNEC, N 



FonmiWre PCT/1SA/210 (deunema feuilte) (juiltet 1992) 

4. 



page 1 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dcm tntcnx&tiGD&lc No 

PCT/FR 93/00923 



C(nntt) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



C&tcgorie * 


Identificaliao des docixmrnti cites, itvec, It cms ccheant, I'mdtcalioo des passages pettmuls 




X 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 115, no. 23, 
9 Decembre 1991, Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 251978n, 
FUNANE , KAZUMI ET AL 'Isolation and 
properties of IMf actor (an inducer of 
secondary metabolite production)def icient 
mutants of Streptomyces virgineae MAFF 
10-06014' 

page 453 ;colonne R ; 
voir abrege 

& SH0KUHIN S0G0 KENKYU H0K0KU 
vol. 55 , 1991 
pages 37-44 


14-16 


X 


nniii^c tun tuc DU A DM A PCI ITTPAI CPTCMPCC 

DRUGS AND Trie PnAKMALtUI 1LAL ouitNLto 
vol. 22 , 1984 
pages 695 - 720 

A. M. BI0T 'Virginiamycin : properties , 
biosynthesis and fermentation 1 
voir page 703 


16 


P,X 


BIOTECHNOLOGY LETTERS 

vol. 14, no. 11 , Novembre 1992 

pages 1065 - 1070 

V. PAQUET ET AL •Induction of 

pristinamycins production in Streptomyces 

pristinaespi ralis 1 

voir abrege 


14-16 


X 


DATABASE WPI 

Section Ch, Week 8420, 4 Avril 1984 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B02, AN 84-123313 

•Selective production of neoviridogrisein 

II from the antibiotic producing 

microorgani sm prolyl-hydroxylase 

activity-defect variant 1 

& JP,A,59 059 198 (SANRAKU OCEAN) 4 Avril 

1984 

voir abrege 


14-17 


A 


FOLIA MICR0BIOLOGICA 

vol. 35, no. 6 , 1990 , PRAGUE, 

TCHEC0SL0VAQUIE. 

page 494 

M. BLUMAUER0VA ET AL 'Physiological and 
genetic aspects of Virginiamycin 
production 1 
voir abrege 


16 



ForauUiit PCT/XSA/210 (suite de la deux&me teullle) (juUtet 1993) 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dor a . ZntEmatxonale No 

PCT/FR 93/00923 



C(aafc) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



frimrtfkMtiop ocs rtoctimrnti dtts, avec, le cas ecbeant, Tindtcation da passages puUimiU 



no. dcs rcvcodica&acs vxsccs 



BIOTECHNOLOGY AND BIOINDUSTRY 
vol. 2 , 1988 
pages 20 - 22 

V.PRYKRYLOVA ET AL 'Strain, developement 

in Streptomyces virginiae, a producer of 

Virginiamycin' 

voir le document en en tier 



16 



f 

VI 



Fonnulai» PCT/ISA/310 (mite d* ta rfevxtemt fruWe) (joillst 1993} 



page 3 de 3 



